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In der vorliegenden Arbeit werden Experimente zur Aufklärung der Biosynthese, Untersuchungen 
zum evolutionären Ursprung der Adenylierungsdomänen und Studien zur Flexibilität der 
Biosyntheseenzyme des bakteriellen Peptids Hormaomycin präsentiert. Hormaomycin wird von 
Streptomyces griseoflavus W-384 synthetisiert und besitzt mehrere interessante biologische 
Aktivitäten. Einzigartig ist die Struktur des Hormaomycins; es ist ein zyklisches Peptidlacton mit acht 
Bausteinen, von denen sieben nicht-proteinogenen Ursprungs sind. Einige dieser Bausteine, wie (3-
Nitrocyclopropyl)alanin [(3-Ncp)Ala], 4-(Z-Propenyl)prolin [(4-Pe)Pro] und 5-Chlor-N-hydroxy-
pyrrol-2-carbonsäure [Chpca] sind in der Natur bisher einzigartig. Vorläufer-dirigierte Biosynthese-
experimente haben gezeigt, dass die Biosynthesemaschinerie von Hormaomycin ungewöhnlich 
flexibel ist. In der Arbeitsgruppe Piel konnte in Vorarbeiten der Biosynthesegencluster des 
Hormaomycins isoliert und sequenziert werden. Die Analyse der Sequenz zeigte, dass Hormaomycin 
von einer nichtribosomalen Peptidsynthetase (NRPS) synthetisiert wird.  
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Biosynthesen der Vorstufen durch heterologe 
Expressionen von Biosynthesegenen teilweise aufgeklärt. Durch bioinformatische Analysen wurden 
zwei Gene mit unbekannter Funktion, hrmI und hrmJ, dem postulierten Biosyntheseweg von (3-
Ncp)Ala zugeordnet. Beide Enzyme haben keine eng verwandten Homologe. Eine Fütterung von (3-
Ncp)Ala zu einer Knock-Out-Mutante von hrmI führte zu einer Komplementierung der 
Hormaomycinproduktion, was die Zugehörigkeit des Enzyms zu diesem Biosyntheseweg beweist. 
HrmJ, eine α-Ketoglutarat-abhängige Oxygenase, katalysiert vermutlich den ersten Schritt des 
Biosyntheseweges. Das Enzym konnte in hohen Ausbeuten in E. coli exprimiert und isoliert werden 
und bildete in Enzymassays aus Lysin ein neues Produkt. Massenspektrometrische Messungen geben 
erste Hinweise darauf, dass es sich hierbei um ein hydroxyliertes Lysin mit terminaler Oximfunktion 
handelt. HrmI ist putativ eine Oxidase und könnte zu einer neuen Enzymfamilie gehören. (4-Pe)Pro 
wird, analog zur Biosynthese des Lincomycins, über Tyrosin und L-Dihydroxyphenylalanin (L-
DOPA) synthetisiert. HrmF, eine L-DOPA-Dioxygenase, katalysiert die Öffnung des Catecholrings zu 
einem instabilen, gelb gefärbten Pyrrolinintermediat. HrmF wurde in dieser Arbeit kinetisch 
charakterisiert. Die Ergebnisse zeigen, dass das Enzym eine fast 160-fach höhere katalytische 
Aktivität als sein Homolog aus der Lincomycinbiosynthese, LmbB1, besitzt. Das Enzym ist aufgrund 
seiner hohen Aktivität, der sehr losen Substratspezifität und hohen Expressionsausbeuten ein guter 
Kandidat für chemoenzymatische Syntheseverfahren. Die Startereinheit der Hormaomycinbiosynthese, 
Chpca, wird aufgrund von bioinformatischen Voraussagen aus Prolin, kovalent gebunden an HrmL, 
ein freistehendes Peptidylcarrierprotein (PCP), synthetisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 
Acyl-CoA-Synthetase HrmK und HrmL heterolog exprimiert und charakterisiert. Es konnte gezeigt 
werden, dass Prolin vom Enzym sehr selektiv adenyliert wird. Für HrmL wurde 





Der zweite Teil der Arbeit beschäftigt sich mit der Charakterisierung der Adenylierungsdomänen (A-
Domänen) der Hormaomycin-NRPS. Alle sieben A-Domänen wurden mit dem MbtH-artigen Protein 
HrmR coexprimiert und isoliert. Für den Komplex wurde ein stöchiometrisches Verhältnis von 1:1 
bestimmt. Die Proteine wurden in einem massenspektrometrisch basierten Assay umfassend 
charakterisiert und zur Eliminierung von falsch positiven Resultaten mit FPLC weiter aufgereinigt. 
Für HrmO3A und HrmP1A wurde eine selektive Aktivierung von (β-Me)Phe nachgewiesen. HrmO1A 
und HrmO4A aktivieren (3-Ncp)Ala fast quantitativ und Leucin am zweithäufigsten [jeweils etwa 10% 
im Vergleich zu (3-Ncp)Ala]. HrmO2A adenyliert L-Threonin sehr selektiv, und HrmP3A zeigt eine 
fast quantitative Umsetzung für (4-Pe)Pro. HrmP3A kann zusätzlich ein Prolinderivat mit einer 
Ethinylkette aktivieren. Dieses Ergebnis ist sehr vielversprechend im Hinblick auf die Mutasynthese 
eines Hormaomycinderivates mit Alkinylseitenkette. Dieses Derivat könnte in Pull-down-
Experimenten zur Auffindung des molekularen Targets für Hormaomycin eingesetzt werden. HrmP2A 
aktiviert in vitro bevorzugt Valin, was der bioinformatischen Voraussage entspricht. Allerdings wird 
in vivo Isoleucin von der NRPS inkorporiert. Die Gründe für diese Diskrepanz sind nicht bekannt. Die 
Sequenzen der Hormaomycin A-Domänen zeigen in einigen Fällen eine weitgehende 
Übereinstimmung am N- und C-Terminus (jeweils etwa 200 Aminosäuren). Das legt einen möglichen 
Austausch der zentralen DNA-Abschnitte, und damit der Substratspezifität, durch Rekombination 
während der Evolution nahe. Um diese Hypothese experimentell zu überprüfen, wurden fünf 
rekombinante A-Domänen konstruiert, die alle die N-und C-terminale Sequenz von HrmO3A trugen. 
Die zentralen Abschnitte wurden einerseits drei A-Domänen aus der Hormaomycin-NRPS andererseits 
zwei A-Domänen der NRPS des calcium dependent antibiotic (CDA) aus Streptomyces coelicolor 
A3(2), entnommen. Alle rekombinanten Enzyme wurden stabil in E. coli mit HrmR coexprimiert. Die 
Hormaomycinfusionen waren aktiv und zeigten in etwa die gleiche Substratspezifität und Aktivität wie 
die nativen, die zentralen Abschnitte enthaltenden, A-Domänen. Die Ergebnisse dieser Experimente 
geben Einblicke in die Evolution der Hormaomycin-A-Domänen und zeigen neue Strategien für die 
kombinatorische Biosynthese von nichtribosomalen Peptiden auf. 
Im dritten Teil wurden die ersten bekannten, natürlich gebildeten Analoga des Hormaomycins aus 
einem Extrakt eines Hormaomycin-Überproduktionsstammes isoliert und deren Strukturen 
anschließend aufgeklärt. Hormaomycin A1 ist ein Deschlorohormaomycin, wogegen in Hormaomycin 
A2 Valin statt Isoleucin in das Peptid eingebaut wurde. Hormaomycin A3 und A4 tragen jeweils ein 
Leucin, Hormaomycin A5 zwei Leucine statt (3-Ncp)Ala im Molekül. Der Einbau der proteinogenen 
Aminosäuren in Hormaomycin A2-5 korrespondiert sehr gut mit den Ergebnissen der A-Domänentests 
und demonstriert die Anwendbarkeit dieser Tests für zukünftige Mutasyntheseexperimente. Die 
Aktivitäten der isolierten Analoga werden weitere Einblicke in die Struktur-Wirkungsbeziehungen von 
Hormaomycin geben. 




Presented here are the results carried out on the elucidation of the biosynthesis, evolutionary 
investigations on the adenylation domains and studies on the flexibility of the biosynthetic machinery 
of the bacterial peptide hormaomycin. Hormaomycin, produced by Streptomyces griseoflavus W-384, 
bears several interesting biological activities. In addition, hormaomycin has a unique and interesting 
structure; it is a cyclic peptide lactone with eight building blocks, seven of which are non-
proteinogenic. Some of these building blocks are unprecedented, such as (3-nitrocyclopropyl)alanine 
[(3-Ncp)Ala], 4-(Z-propenyl)proline [(4-Pe)Pro] and 5-chloro-N-hydroxypyrrole-2-carboxylic acid 
[Chpca]. Previous precursor-directed biosynthetic experiments showed an unusually flexible 
biosynthetic machinery. In the Piel group, the putative biosynthetic gene cluster of hormaomycin was 
isolated and sequenced. Analysis of the sequence revealed that hormaomycin is assembled by a 
nonribosomal peptide synthetase (NRPS). 
In the first part of this work, the biosyntheses of the unique building blocks were partially elucidated 
with heterologous expressions of various biosynthetic genes in E. coli. Bioinformatic analyses could 
assign two gene candidates with unknown function, hrmI and hrmJ, to the (3-Ncp)Ala biosynthetic 
pathway. For both enzymes no close homologs are known. Feeding of (3-Ncp)Ala to a knock-out 
mutant of hrmI could complement hormaomycin production, proving that HrmI belongs to this 
precursor pathway. HrmJ, a α-ketoglutarate-dependent oxygenase, is hypothezised to catalyze the first 
step of the (3-Ncp)Ala pathway. The enzyme was heterologously expressed in E. coli and purified in 
high yields. Enzymatic assays with HrmJ and lysine produced a new product that was detected by 
mass spectrometry. The results provide evidence for a hydroxylated lysine with a terminal oxime 
moiety. HrmI is a putative oxidase that could belong to a new enzyme family. (4-Pe)Pro was shown to 
be synthesized from tyrosine and dihydroxypenylalanine (L-DOPA), analogous to the lincomycin 
pathway. HrmF, a L-DOPA dioxygenase, catalyzes  ring opening of the catechol leading to formation 
of a unstable, yellow pyrroline intermediate. In this work, HrmF was kinetically characterized and 
shown that the enzyme has catalytic efficiency of around 160 times higher than its homolog from the 
lincomycin pathway, LmbB1. The high activity, very relaxed substrate specificity and high protein 
yields make HrmF a good candidate for chemoenzymatic synthetic utility. The starter unit of 
hormaomycin biosynthesis, Chpca, was proposed to be synthezised from proline covalently bound to 
HrmL, a peptidyl carrier protein (PCP) through bioinformatic analyses. In this work, HrmK and HrmL 
were heterologously expressed and purified. The Acyl-CoA synthetase HrmK was characterized in a 
mass spectrometry based assay. Proline was shown to be activated very selectively and quantitatively 
in the assay. Analogs of proline could be activated only in trace amounts. For HrmL, 4´-





The second part of this work deals with the characterization of the adenylation domains (A domains) 
of the hormaomycin NRPS. All seven A domains could be heterologously expressed and isolated. It 
was shown that all A domains need HrmR, a MbtH-like protein, for their catalytic activities. Hence, 
HrmR was coexpressed with the adenylation domains. For the protein complex, a stochiometric ratio 
of 1:1 was determined. The proteins were comprehehensively characterized in a mass spectrometry-
based assay and further purified by FPLC to remove false positive activities. For HrmO3A and 
HrmP1A, (β-Me)Phe was shown to be the native substrates. HrmO1A and HrmO4A  activate (3-Ncp)Ala 
to a great extent; the second preferred substrate was shown to be leucine [around 10% compared to (3-
Ncp)Ala]. HrmO2A adenylates threonine very selectively and HrmP3A shows a high turnover for (4-
Pe)Pro. HrmP3A can additionally activate a proline derivative with an ethinyl side chain. This result is 
very promising in terms of mutasynthetic experiments, to yield a hormaomycin derivative with an 
alkinyl side chain. This hormaomycin could then be used in pull-down experiments for the 
identification of the molecular target of hormaomycin. HrmP2A was shown to activate valine in vitro, 
which fits to the bioinformatic prediction. However, in vivo, isoleucine is incorporated into 
hormaomycin. This discrepancy has yet to be elucidated. Multiple hormaomycin A domains exhibit 
high sequence identity at their N- and C-termini (around 200 amino acids in each case). This 
suggested an exchange of the central DNA stretches of the domains might have occurred during 
evolution, and thus an exchange of substrate specificity via recombinatoric events. To test this 
hypothesis experimentally, five recombinant A domains were constructed, all of them having the same 
sequence of HrmO3A at their N- and C-termini. Three central DNA stretches originated from 
hormaomycin A domains on the one hand while the other two were taken from adenylation domains of 
the NRPS of  the “calcium-dependent antibiotic” (CDA) from Streptomyces coelicolor A3(2). All five 
recombinant enzymes were coexpressed with HrmR in E. coli. The hormaomycin fusions were active 
and showed virtually the same substrate specificity and enzymatic turnover as the native central-
domain containing enzymes. The results of this study give new insights into the evolution of the 
hormaomycin adenylation domains and point to a combinatorial exchange of substrate specificities. 
This study could lead to new, evolution-based strategies for nonribosomal peptide combinatorial 
biosynthesis.                                                                                                                                                
In the third part, the first known natural hormaomycin analogs were isolated from an extract of a 
hormaomycin overproducing strain and their structures were subsequently elucidated. Hormaomycin 
A1 is a dechlorohormaomycin, while in hormaomycin A2, valine was shown to be incorporated 
instead of isoleucine. Hormaomycin A3 and A4 have one leucine each and Hormaomycin A5 harbors 
two leucines instead of (3-Ncp)Ala. The incorporation of the proteinogenic amino acids into 
hormaomycin A2-5 corresponded well with the the results of the A domain assays and demonstrates 
the applicability of these tests for mutasynthetic experiments in the future. Furthermore, the 
bioactivities of the isolated analogs will give further insights into the structure-activity relationships of 
hormaomycin. 




3.1 Biologie und Signalstoffe der Streptomyceten 
Bakterien bilden die größte Gruppe von Organismen und haben für den Menschen in vielerlei Hinsicht 
wichtige Bedeutungen: Unter anderem haben sie großen Einfluss als Krankheitserreger, als 
symbiotische Organismen sowie in der Lebensmittel- und Biotechnologie. Bedeutend ist auch der 
ausgeprägte sekundäre Metabolismus der Bakterien. Die Menschheit hat sich die vielfältigen 
biologischen Aktivitäten bakterieller Stoffwechselprodukte zunutze gemacht.  Eine besonders wichtige 
Bakteriengruppe für den Menschen ist die Ordnung der Actinomycetales, da deren Vertreter extrem 
viele biologisch aktive Substanzen produzieren, von denen viele als Therapeutika aus der heutigen 
Medizin nicht mehr wegzudenken sind.
1,2
 Von den mehr als 5000 bekannten Antibiotika werden mehr 
als zwei Drittel von Actinomyceten synthetisiert.
3
 Naturstoffe aus Actinomyceten machen  heute ein 
Milliardenvolumen auf dem Arzneimittelmarkt aus.
4 
Abb. 3-1: Einige medizinisch verwendete Stoffwechselprodukte von Streptomyceten
 
Als herausragende Beispiele sind Zytostatika wie Actinomycin (1)
5 
und  Immunsuppressiva wie 
Rapamycin (2)
6 
zu nennen. Besonders zahlreich sind die Antibiotika aus den verschiedensten 
Stoffklassen, wie die β-Lactame [Beispiel Clavulansäure (3)],7 Makrolide [Beispiel Rifamycin B (4)],8 
Tetracycline (5),
9
 oder Aminoglykoside [Beispiel Streptomycin (6)].
10
 Abbildung 3-1 zeigt die 




Selman A. Waksman, einer der Pioniere der Antibiotikaforschung, in den 1940er Jahren aus der 
Fermentationsbrühe von Streptomyces griseus isolieren und charakterisieren konnte.
11,12
   
Die Gattung Streptomyces ist die artenreichste der Actinomyceten. Streptomyceten sind an extreme 
Lebensbedingungen angepaßt, sie sind vor allem im Erdboden und in marinen Habitaten zu finden. 
Die Streptomyceten sind Einzeller, haben aber als eine der wenigen Prokaryoten die Fähigkeit zu 
Mycelienbildung entwickelt. Außerdem können sie, ähnlich wie Bacillus-Arten, Sporen bilden, die 
lange Perioden auch bei Trockenheit überdauern können. Der Lebenszyklus von Streptomyceten ist 
komplex
13-16
 und ähnelt dem von Pilzen. Sie formen bei ausreichendem Nahrungsangebot aus einer 
Spore ein vegetatives Mycelium, das aus sich verzweigenden Hyphen besteht (vergleiche Abb. 3-2). 
Wenn das Nahrungsangebot wieder knapper wird, werden weitere morphologische Veränderungen 
eingeleitet. Es bildet sich ein sogenanntes Luftmycel aus langen, gestreckten Hyphen aus, das aus der 
wässrigen Umgebung in die Luft wachsen kann. Dort bildet es durch eine kontrollierte Form der 
Zellteilung wieder Kompartimente aus, die sich durch Verdickung der Zellwände und Bildung eines 
grauen Pigmentes wieder in Ketten von Sporen differenzieren. Diesen Vorgang nennt man 
Sporulation. 
 
Abb. 3-2: Der Lebenszyklus von Streptomyceten (aus http://openwetware.org/wiki/ Streptomyces:Other_Bits/ 
An_Introduction_to_Streptomyces,  © Jim Hunter, Goss Laboratory).  
Der sekundäre Metabolismus von Streptomyceten ist, wie oben erwähnt, äußerst vielfältig. Durch die 
Sequenzierung des Genoms von Streptomyces coelicolor A3(2)
17 
und weiterer Streptomycetengenome 
zeigte sich, dass Streptomyces-Arten eine Vielzahl von Biosynthesegenclustern für bioaktive 
Metaboliten besitzen.
18
 Viele Produkte dieser Gencluster sind bis heute nicht bekannt. Die Vielfalt an 
Genclustern zeigt, dass diese Bakterien für den Kampf gegen diverse Umwelteinflüsse und Feinde mit 
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einem Arsenal aus Substanzen mit verschiedenen Wirkungen ausgestattet sind. Im Laufe der 
Evolution haben zum Beispiel horizontaler Gentransfer, Mutationen und Rekombination von DNA-
Abschnitten zu dieser außergewöhnlichen Vielfalt an sekundären Metaboliten geführt.
19-22
 Gerade die 
sehr komplexe Umgebung des Erdbodens, die Tatsache, dass Streptomyceten unbeweglich sind und 
der hohe Stress (chemischer, biologischer, physikalischer),  haben laut Bentley et al. die Evolution der 
Metabolitenproduktion beschleunigt.
17
 Challis und Hopwood heben außerdem Synergieeffekte, wie sie 
zum Beispiel bei Clavulansäure und anderen ß-Lactamen
23
 oder bei dem Zweikomponenten-
antibiotikum Streptogramin
24 
auftreten, als Antrieb für die Evolution von Genclustern hervor.
3 
Es gibt starke Evidenz dafür, dass die Produktion von sekundären Metaboliten mit der Bildung von 
Luftmycel assoziiert ist.
14,25
 Das wird auch aus der Beobachtung deutlich, dass Streptomyceten in ihrer 
natürlichen Lebenswelt dann Antibiotika produzieren, wenn die unmittelbare Umgebung nährstoffarm 
ist, und die Phase der Luftmycelbildung beginnt.
26
 Wie wird nun die Produktion von 
Sekundärmetaboliten und Luftmycelbildung koordiniert? Zum Beispiel ist in den Genclustern von 
Actinorhodin in Streptomyces coelicolor und Streptomycin (6) in Streptomyces griseus nur ein 
einziges Regulatorgen kodiert.
25
 Dieser Wachstumsfaktor, im Falle von 6 strR, ist von einem direkten 
Signalaktivator, AdpA, kontrolliert.
27
 Die Transkription dieses Aktivators wird von einem γ-
Butryrolacton, genannt A-Faktor (7) (vgl. Abb. 3-3), aktiviert. 
 
 
Abb. 3-3: Die Regulation der Streptomycinbiosynthese und der morphologischen Differenzierung durch den A-
Faktor (nach 
25





Dieser A-Faktor (7) bindet an ArpA, einen Repressor der Transkription von adpA. Die Biosynthese 
von Streptomycin  ist aber außerdem noch durch andere Faktoren, wie z.B. den Transkriptionsfaktor 
AtrA
28
 über StrR reguliert. AdpA bindet nicht nur an das Aktivatorgen der Streptomycinbiosynthese, 
sondern kann auch das Wachstum von Luftmycel und Sporen induzieren. Es sind bis heute mehrere 
Targets von AdpA identifiziert worden: ssgA, das für die Ausformung von Septen bei der 
Sporenbildung notwendig ist,
29
 und einige Gene die für essentielle Proteine in der Luftmycelbildung 
kodieren. Dazu gehören unter anderem ein extracytoplasmatischer σ-Faktor,30 die Metallo-
endopeptidase SgmA,
31
 und AmfR, ein Regulator des amf-Operons. Dieses ist für die Expression eines 
lanthioninartigen Peptides, SapB, verantwortlich.
32
 SapB besitzt aber keine antibiotischen 
Eigenschaften, sondern kann als hydrophobes Peptid tensidartig die Oberflächenspannung senken, und 
erleichtert so die Aufrichtung der Zelloberfläche aus wässriger Umgebung in die Luft, die Initiation 
der Luftmycelbildung.
33,34 
SapB wurde erstmals im anderen Modellorganismus der Streptomyceten, 
Streptomyces coelicolor, entdeckt. In diesem Organismus scheint die Regulation der Luftmycelbildung 
komplexer zu sein als in S. griseus, einige Elemente sind aber konserviert. Es gibt Orthologe zu den 
dargestellten Aktivatoren. Das amf-Operon für die Produktion von SapB heißt hier ram-Operon,
35 
bldH ähnelt adpA
36 und der σ-Faktor BldN ist das Ortholog des AdpA-σ-Faktors.37 Die essentiellen 
Gene für die Luftmycelbildung in S. coelicolor wurden bld genannt, nach dem englischen Wort bald 
(kahl), da die Mutanten dieser Gene kein Mycel bilden können. bldH enthält ein in Streptomyceten 
äußerst seltenes TTA-Codon, dessen Translation durch die Expression der Leucyl-tRNA BldA 
reguliert wird.
38
 Außerdem existiert in S. coelicolor noch ein weiterer, zum gerade beschriebenen 
Mechanismus  komplementärer Weg zur Luftmycelbildung. Er wird auf nährstoffarmem Medium 
induziert und führt zur Bildung von sogenannten Chaplins.
39,40
 Diese kleinen Proteine formen 
fibrillenartige Strukturen aus, die ihrerseits wie SapB hydrophobe Oberflächen haben, und ebenso zur 
Ausbildung von Luftmycelium führen.
41-43
 Die  Regulation der Luftmycelbildung ist in diesem 
Organismus sehr komplex und noch nicht vollständig verstanden. Es scheint in S. coelicolor mehrere 
aktivierende, hemmende und verstärkende Querverbindungen zwischen diesen beiden 




Der sekundäre Metabolismus in Streptomyceten ist außerdem durch andere Faktoren, wie zum 
Beispiel das Kohlenstoff-, Phosphat- und Stickstoffangebot und die Produktion von N-
Acetylglucosamin reguliert.
25,46
 Es gibt aber auch immer mehr Evidenz für weitere, artspezifische 
Effektoren von Wachstum und Sekundärmetabolismus.
47
 Neben dem oben erwähnten A-Faktor (7) 
sind bis zum heutigen Tage 13 weitere γ-Butyrolactone aus verschiedenen Streptomyces-Arten isoliert 
worden.
47,48
 Den γ-Butyrolactonen chemisch und von der Wirkweise recht ähnlich sind die 
Methylenomycinfurane (8),
49
 Furancarbonsäuren, die zuerst aus Streptomyces violaceoruber isoliert 
wurden.
50
 Sie erhöhen die Produktion des Antibiotikums Methylenomycin.  Autoinduzierend wirken 
auch das AMP-Analogon B-Faktor (9)
51 
oder das Diaminotetrol PI-Faktor (10) aus Streptomyces 
natalensis.
52
 Für die Pamamycine (11), Polyketide aus Streptomyces alboniger,
53
 wurde dagegen 
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gezeigt, dass sie in geringen Konzentrationen Wachstum und Antibiotikaproduktion auch in 
verschiedenen anderen Streptomyces-Arten induzieren können.
54,55 
Neben Proteinen wie dem C-Faktor
56
 gibt es außerdem niedermolekulare Peptide wie das Goadsporin 
(12) oder das Hormaomycin (13) (siehe Abb. 3-4), die ebenso in nanomolaren Konzentrationen die 
Antibiotikaproduktion und das Wachstum von vielen verschiedenen Streptomyceten fördern.
56,57
 Da 
sie ein sehr breites Wirkspektrum besitzen, wird angenommen, dass sie in die oben beschriebenen 
Signalketten, die zur Mycelbildung und Antibiotikaproduktion führen, eingreifen. Goadsporin (12), 
ein lineares Peptid aus Streptomyces sp. TP-A0584,
58
 konnte ebenfalls ein breites Spektrum von 
Streptomyceten anregen. Es besitzt eine Reihe von Oxazolen und Thiazolen,  die aus Serin- Threonin- 
und Cysteinresten posttranslational gebildet werden.
59,60
 Hormaomycin (13), der Gegenstand dieser 
Arbeit,
57,61
 ist das strukturell außergewöhnlichste der genannten bakteriellen Hormone und zeigt eine 
ganz ähnliche Wirkung wie Goadsporin. Im Gegensatz zu Goadsporin (12) wird Hormaomycin (13) 
aber nichtribosomal synthetisiert (siehe Abschnitt 3.2).
62
 Weitere Informationen über 13 befinden sich 
im Abschnitt 3.4. Vergleichende Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Hormaomycin und 
Goadsporin sind derzeit Forschungsgegenstand in den Arbeitsgruppen Piel (Universität Bonn) und 
Onaka (Toyama University). 
 
 




3.2 Nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) 
Wie seit den 1950er Jahren bekannt ist, werden Peptide und Proteine in Organismen  grundsätzlich am 
Ribosom synthetisiert.
63
 Es existieren aber auch vom Ribosom unabhängige Mechanismen, Peptide als 
Produkte des Sekundärstoffwechsels zu synthetisieren. Einige dieser nichtribosomalen Peptide (NRP) 
haben auch für den Menschen als Arzneistoffe eine wichtige Bedeutung.
64
 Nichtribosomale Peptide, 
die in der heutigen Medizin eine wichtige Rolle spielen, sind unter anderem das Lipopeptid 
Daptomycin (14)
65
 und das Glycopeptid Vancomycin (15),
66
 die als Antibiotika eingesetzt werden. 
Außerdem sind das immunsuppressiv wirkende Ciclosporin (16)
67
 und das antitumoral wirkende 
Bleomycin A2 (17) als Hauptkomponente des Zytostatikums Bleomycin
68 
(siehe Abb. 3-5) zu nennen. 
Ein wichtiges Merkmal nichtribosomal synthetisierter Peptide ist, dass sie oft eine beträchtliche 
Anzahl an nicht-proteinogenen Aminosäuren enthalten. Mehr als 300 verschiedene Bausteine wurden 
in nichtribosomalen Peptiden identifiziert.
64 
  
Abb. 3-5: Einige medizinisch eingesetzte nichtribosomale Peptide 
Die Geschichte der Erforschung der NRP beginnt im Jahr 1963, als Tatum und Mitarbeiter bewiesen, 
dass die Biosynthese des Antibiotikums Tyrocidin (18), produziert von Bacillus brevis, durch einen 
vom Ribosom unabhängigen Mechanismus stattfindet.
69
 Dies wurde dadurch belegt, dass die 
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Proteinbiosynthese durch Antibiotika wie Chloramphenicol gehemmt wurde, nicht aber die 
Biosynthese von 18. In den folgenden Jahren konnten immer mehr Einsichten in die Biosynthese 
dieser nichtribosomalen Peptide gewonnen werden. Besonders Fritz Lipmann und Mitarbeiter konnten 
entscheidende Erkenntnisse über die Mechanismen der Aktivierung, Bindung und Kondensation der 
Aminosäuren gewinnen.
70-72 
Die NRP werden nach einem sogenannten Thiotemplatmechanismus synthetisiert. Das bedeutet, dass 
jede Aminosäure durch über eine Thioesterbindung an eine SH-Gruppe im Enzym gebunden wird. 
Diese SH-Gruppe gehört, wie unten beschrieben, zu einem 4´-Phosphopanthetheinylrest, der mit dem 
Enzym verknüpft ist (siehe Abb. 3-8). An diesen Thioestern wird durch Transpeptidierungen und 
Transthiolierungen die Peptidkette generiert. Mit der Isolierung und Sequenzierung der 
Biosynthesegene von Tyrocidin (18) konnten entscheidende Einsichten in den Aufbau der 
Biosyntheseenzyme dieser Peptide gewonnen werden.
73
 Nichtribosomale Peptide werden an riesigen 
Enzymkomplexen, den nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) hergestellt.
74-78
 Deren Aufbau ist 
modular, das bedeutet, dass die Megaenzyme baukastenartig aus Enzymmodulen zusammengesetzt 
sind. Die Module setzen sich ihrerseits wiederum aus definierten Domänen zusammen, von denen jede 
eine bestimmte Funktion im Zusammenbau des nichtribosomalen Peptids hat. Eine NRPS kann aber, 
wie auch im Falle des Hormaomycins,
62
 (siehe Abschnitt 3.4) aus mehreren „open reading frames“ 
(ORF) bestehen. Ein Modul ist im Normalfall aus einer Abfolge von Kondensationsdomäne (C-
Domäne), Adenylierungsdomäne (A-Domäne) und Peptidyl-carrierprotein (PCP oder T-Domäne) 
aufgebaut. Am Ende des letzten Moduls befindet sich meistens eine Thioesterasedomäne (TE-
Domäne), die das fertige Peptid vom Enzym ablöst. Es gibt aber auch andere Domänen in der NRPS, 
die die Struktur des gebundenen Peptids verändern, wie Epimerase-(E), Zyklisierungs-(Cy) und 
Methyltransferase-(MT)-Domänen. Diese einzelnen Domänen sollen in den Kapiteln 3.2.1 und 3.2.2 
näher erläutert werden. Schematisch ist eine NRPS am Beispiel der Tyrocidinsynthetase in Abbildung 
3-6 dargestellt. 
 
Abb. 3-6: Die Biosynthese des Tyrocidins (18) an der Tyrocidinsynthetase. A=Adenylierungsdomäne; 




Die meisten bakteriellen NRPS folgen der sogenanten Kolinearitätsregel, das heißt, jedes Modul ist für 
die Aktivierung und den Einbau von genau einer Aminosäure verantwortlich. Da die wachsende 
Peptidkette von Modul zu Modul weitergereicht wird, kann man aus der Abfolge der Module auf das 
Produkt und umgekehrt vom NRP auf die Struktur der NRPS schließen. Dazu sind bioinformatische 
Methoden zur Entschlüsselung der Substratspezifität der Module notwendig. Diese Substratspezifität 
wird hauptsächlich durch das aktive Zentrum der Adenylierungsdomänen (A-Domänen) (siehe 3.2.1) 
determiniert. Die Entschlüsselung des „nichtribosomalen Codes“ durch zwei unabhängige 
Arbeitsgruppen
79-81
 hat es ermöglicht, einerseits Gencluster für viele bekannte nichtribosomale Peptide 
zu finden, aber auch durch „genomic mining“ aufgrund vorhandener Gensequenzen neue Naturstoffe 
vorherzusagen und zu isolieren.
82,83
 Darüber hinaus sind in Bakterien Hybride aus NRPS und 
Polyketidsynthasen (PKS) weit verbreitet: Die Polyketidbiosynthese funktioniert nach einem 
ähnlichen Thiotemplatmechanismus, in der Natur was die Kombination von Modulen aus beiden 
Biosynthesewegen erlaubt.
84
 Prominente Beispiele für natürlich vorkommende NRPS/PKS-Hybride 
sind z.B. das Immunsuppressivum Rapamycin (2) (Abb. 3-1) und das antiproliferativ wirkende 
Bleomycin (17) (Abb. 3-5). 
Es gibt aber auch Ausnahmen von der Kolinearitätsregel. Bei Dimeren, wie dem marinen Chinoxalin 
Echinomycin, werden alle Module zweimal durchlaufen, bevor an der Thioesterase über zwei 
Esterifizierungen die Monomere zum Dimer verknüpft werden.
85





 arbeiten iterativ und katalysieren die Di- bzw. Trimerisierung der 
assemblierten Peptidketten. In der Nocardicin-NRPS befinden sich fünf Module statt aufgrund des 
Moleküls zu erwartenden drei Modulen.
88
 Eine kürzlich erschienene Studie zeigt aber, dass alle fünf 
Module in der Biosynthese des Tripeptids involviert sind.
89
 Die Inaktivierung jeder einzelnen PCP-
Domäne führte zu einer nichtproduzierenden Mutante. Ein Vergleich der Biosynthesegencluster der 
drei antitumoralen Substanzen Bleomycin (17), Tallysomycin und Zorbamycin zeigte, dass alle drei 
NRPS eine unterschiedliche Anzahl von Modulen besitzen, obwohl die Produkte von der 
Aminosäurenanzahl identisch sind.
90 
Neben den oben dargestellten NRPS gibt aber auch iterative NRPS. Hier werden einzelne Module für 
die Synthese eines Moleküls mehrfach benutzt. Diese NRPS kommen hauptsächlich in Eukaryoten 
vor,
91,92
 aber es gibt auch bakterielle Beispiele. Das Oligopyrrolantibiotikum Congocidin aus 
Streptomyces ambofaciens wird an einer NRPS mit einer einzigen A-Domäne assembliert.
93 
  3.2.1 A-Domänen 
Die Adenylierungsdomäne (A-Domäne) katalysiert die sogenannte Adenylierung der einzubauenden 
Aminosäure, d.h. die Aktivierung durch Bildung eines Aminoacyl-intermediates aus Aminosäure und 
Adenosintriphosphat (ATP) (siehe Abb. 3-7 a). Anschließend wird diese aktivierte Aminosäure unter 
                                                                                                                                                 3 Einleitung 
13 
  
Abspaltung von Adenosinmonophosphat (AMP) auf eine terminale Sulfhydrylgruppe im aktiven 
Zentrum der PCP-Domäne übertragen (Abb. 3-7 b). 
 
Abb. 3-7: Aktivierung (a) und Übertragung auf das Peptidylcarrierprotein (PCP) (b) von Aminosäuren durch die 
A-Domäne. 
Durch die 1997 publizierte Aufklärung der Kristallstruktur von PheA, dem Phenylalanin aktivierenden 
ersten Modul der Gramicidinsynthetase,
94
 konnten wichtige Einsichten in die Struktur und den 
Aktivierungsmechanismus einer A-Domäne gewonnen werden. Demnach ist die A-Domäne aus einer 
kleineren, etwa 100 Aminosäuren (AS) umfassenden C-terminalen Subdomäne und einer größeren, 
ungefähr 400 Aminosäuren langen, N-terminalen Subdomäne aufgebaut.
95
 Das aktive Zentrum ist an 
der Verbindungsfläche zwischen diesen Subdomänen lokalisiert, wobei fast alle für die 
Substraterkennung wichtigen Aminosäure-Positionen Teil der C-terminalen Domäne sind. Weitere 
gewonnene Kristallstrukturen zeigen, dass die Struktur von vielen Acyl-Adenylat generierenden 
Enzymen sehr ähnlich ist, wie z.B. bei der freistehenden, 2,3-Dihydroxybenzoat-aktivierenden 
Domäne EntB aus der Bacillibactin-Biosynthese,
96
 aber auch bei der Acetyl-CoA-Synthase
97
 oder der 
Luciferase der Leuchtkäfer.
98
 Deshalb wurde für diese Superfamilie der Name „ANL“ (Acyl-CoA-
Synthetasen, NRPS-Adenylierungsdomänen, Luciferasen) vorgeschlagen.
95 
In der Bindetasche von PheA wurden zehn Aminosäurereste ausgemacht, die mit der aktivierten 
Aminosäure interagieren. Eine bioinformatische Analyse aller bis dahin publizierten Sequenzen von 
A-Domänen ergab, dass sich diese Aminosäurereste je nach Substrat unterscheiden, und dass man in 
den meisten Fällen aus der Sequenz dieser zehn Aminosäuren auf das aktivierte Substrat schließen 
kann. Diese Aminosäuresequenz wird als nichtribosomaler Code („nonribosomal code“) bezeichnet 
und erlaubt in vielen Fällen eine funktionelle Vorhersage der A-Domänen.
79,80
 Der nichtribosomale 
Code wurde später noch auf acht Aminosäuren reduziert (Position 236, 239, 278, 299, 301, 322, 330, 
331 von PheA) da die Positionen 235 (Asp) bzw. 517 (Leu) bei allen sequenzierten A-Domänen 
nahezu invariant sind. Erstere ist in die Bindung der α-Aminogruppe der gebundenen Aminosäure 
involviert, letztere in die Bindung der α-Carboxygruppe.  
Die Bestimmung des nichtribosomalen Codes hat viele Forscher herausgefordert, durch Mutationen 
der involvierten Aminosäuren die Substratspezifität der A-Domäne zu verändern. In der Studie von 




Austausch einer einzigen Aminosäure (His322Glu) von Asparaginsäure zu Asparagin.
79
  Anschließend 
konnten Eppelmann et al. durch Austausch einer einzigen Aminosäure (Lys239Gln) der A-Domäne 
GluA aus der Surfactinsynthetase die Substratspezifität des Enzyms von Glutaminsäure zu Glutamin 
verändern.
99
 In einem strukturbasierten, bioinformatischen Ansatz gelang es Chen et al. die 
Substratspezifität der kristallisierten A-Domäne PheA
94
 durch einen eigens entwickelten Algorithmus 
und dann nachfolgenden einzelnen Mutationen im aktiven Zentrum die Substratspezifität von 
Phenylalanin zu ändern. So ließ sich das bevorzugte Substrat von Phenylalanin zur ungeladenen 
Aminosäure Leucin, aber auch zu den geladenen Aminosäuren Arg, Glu, Lys, und Asp ändern. Die 
mutierten Enzyme hatten aber durchweg eine geringere katalytische Aktivität als der Wildtyp 
(maximal 16%).
100 
In vielen Fällen besitzen die A-Domänen eine gewisse Flexibilität hinsichtlich der Substraterkennung. 
Das ist besonders bei hydrophoben Aminosäureresten der Fall.
80
 Somit kommt es oft zu natürlichen 
Strukturvarianten von nichtribosomalen Peptiden. Das cyclische Dekapeptid Tyrocidin (18) besteht 
beispielsweise aus vier verschiedenen Verbindungen, die sich untereinander in zwei Aminosäure-
Positionen (Phe und Tyr) unterscheiden.
101
 Von den „calcium-dependent antibiotics“ (CDA) (20) sind 
insgesamt sechs verschiedene natürliche Varianten isoliert worden, die sich an drei Aminosäureresten 
unterscheiden (vgl. Abb. 3-16).
102 
Vom Immunsuppressivum Ciclosporin (16) (Abb. 3-5) sind sogar 
ca. 30 Strukturvarianten bekannt.
103 
Die Evolution von A-Domänen und damit von NRPS-Genclustern ist in den Microcystinen, die von 
yerschiedenen Cyanobakterienarten synthetisiert werden, untersucht worden. Christiansen et al. 
konnten interessante Erkenntnisse über die Evolution von A-Domänen der Anabaenopeptine aus 
Planktothrix-Arten gewinnen. Durch phylogenetische Analysen konnten Einsichten in die Evolution 
dieser A-Domänen und ihrer Spezifitäten aus gemeinsamen Vorläufern gewonnen werden.
104
 Die 
Spezifitäten homologer A-Domänen haben sich durch Punktmutationen in Aminosäureresten in der 
Bindetasche verändert. Bei den Microcystinen und den Aeruginosinen haben rekombinatorischer  
Austausch von A-Domänen zur Bildung von neuen NRPS, und damit neuen Peptiden geführt.
105,106
 
Das konnte durch Sequenzanalysen gezeigt werden. Tooming-Klunderud et al. konnten nicht nur 
Austausch von ganzen A-Domänen, aber auch Rekombinationspunkte in A-Domänen im Microcystin-
Operon ausmachen, die zu einer zusätzlichen Varietät der Microcystine geführt haben.
107
  
Klassischerweise wird die Substratspezifität der A-Domänen in vitro, das heißt isoliert im 
Reaktionsgefäß, mit dem ATP/Pyrophosphat-Austauschassay ermittelt.
108
 In diesem Assay wird der 
Austausch von natürlichem Pyrophosphat und markiertem, im Überschuss zugesetzten 
32
P-
Pyrophosphat gemessen. Aus der Rate des Austauschs lassen sich Rückschlüsse auf das Ausmaße der 
Aminosäurenaktivierung schließen. Einen  modifizierten, massenspektrometrisch basierten Assay mit 
einem stabilen Sauerstoffisotop (
18
O), das nicht radioaktiv ist, haben Phelan et al. entwickelt.
109
 Dieser 
Assay wird auch in dieser Arbeit verwendet (siehe Abschnitt 5.4.4, Abb. 5-54). Dorrestein et al. haben 
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einen ebenfalls massenspektrometrisch basierten Assay publiziert, in dem der AT-Didomäne ein Pool 
von Aminosäuren angeboten wird, und nur das präferierte, gebundene Substrat detektiert wird.
110 
  3.2.2 Andere Domänen der NRPS  
Peptidylcarrierproteine (PCP) sind kleine, 80-100 Aminosäuren lange Proteine, die entweder 
freistehend, aber auch als Teil von NRPS vorkommen können.
111
 Um Aminosäuren von der A-
Domäne aufnehmen zu können, müssen die PCP phosphopanthetheinyliert werden. Bei dieser 
Reaktion wird ein Phosphopanthetheinylrest (4´-Ppant) aus Coenzym A (19)  an ein Serin, das in 
einem konservierten GGXS-Motiv liegt, im aktiven Zentrum des Proteins angehängt. Dies geschieht 
durch die Aktivität einer Phosphopanthetheinyltransferase (PPTase).
112
 3´,5´-ADP wird freigesetzt und 
das Serin besitzt nun einen etwa 20 Å langen, beweglichen Rest mit einer terminalen 
Sulfhydrylgruppe (-SH) (vgl. Abb. 3-8). Dieser ist gut zugänglich für nucleophile Substitutions-
reaktionen. Die unmodizierte Form der PCPs wird als apo-Form, der phosphopanthetheinylierte 
Zustand als holo-Form bezeichnet. Das PCP selber scheint kaum Substratspezifität zu besitzen.
113  
 
Abb. 3-8: Phosphopanthetheinylierung durch Phosphopanthetheinyltransferasen (PPTasen). Die PPTase 
überträgt eine 4´-Phosphopanthetheinylgruppe aus Coenzym A (19) auf ein Serin eines apo-
Peptidylcarrierproteins (PCP). Es entsteht ein holo-PCP mit einer terminalen –SH-Gruppe. 
Die Kondensationsdomänen (C-Domänen) sind für die Verlängerung der Peptidkette verantwortlich. 
Sie katalysieren die Kondensationsreaktion zwischen der Peptidylkette, die an das 4´-Ppant des in der 
Enzymkette stromaufwärts gelegenen PCP gebunden ist, und der Aminosäure, die an das stromabwärts 
gelegene PCP gebunden ist (vgl. Abb. 3-9). Kristallisationsstudien der freistehenden C-Domäne VibH 
aus der Vibriobactinbiosynthese zeigen die Existenz eines Lösungsmittelkanals, der von beiden Seiten 
der C-Domäne zugänglich ist.
114




(Donor), als auch der stromabwärts (Akzeptor) liegenden PCP-Domäne durch diesen Tunnel das 
aktive Zentrun, in dem die Kondensation stattfindet, erreichen können. 
Das aktive Zentrum enthält ein charakteristisches Motiv mit konservierten Histidinen (HHxxxxDG),
115
 
das sich als essentiell für die katalytische Aktivität herausstellte.
116
 Die Substratspezifität der C-
Domäne wird als eher breit angesehen,
117
 wobei durch Fütterungsexperimente mit Aminoacyl- oder 
Peptidyl-N-acetylcysteaminthioestern (SNACs) gezeigt wurde, dass es Unterschiede zwischen Donor- 
und Akzeptorseite gibt.
77
 So gibt es an der Donorseite eine breite Erkennung unbekannter Substrate, 
wie z.B. Aminoacyl- statt Peptidresten oder Peptidketten mit unterschiedlicher Aminosäurenanzahl 
und –zusammensetzung.113,118-120 Die Tatsache, dass gegenüber den Domänen im selben Modul eine 
größere Selektivität vorherrscht als gegenüber den im vorherigen, zeigt, dass bei kombinatorischen 
Experimenten die Rekombination von ganzen Modulen erfolgsversprechender als die Rekombination 
einzelner Domänen ist. 
 
Abb. 3-9: Peptidknüpfung durch die Kondensationsdomäne (C). T=Thiolierungsdomäne (PCP); 
A=Adenylierungsdomäne 
Zusätzliche katalytische Domänen, die in NRPS-Module inkorporiert sein können, sind Epimerase- 





 mit den Kondensationsdomänen 
verwandt. Epimerasedomänen katalysieren die Epimerisierung von Aminosäureresten von der L- zur 
D-Konfiguration, wahrscheinlich über eine Keto-Enol-Tautomerie (vgl. Abb. 3-10 a).
122
 Marahiel und 
Mitarbeiter konnten zeigen, dass Epimerasen eine breite Substratspezifität besitzen, und für 
biokombinatorische Experimente eingesetzt werden können.
123
 Allerdings sind Epimerasedomänen 
aus Initiationsmodulen, also den ersten Modulen der NRPS, weit schlechter für die kombinatorische 
Biosynthese geeignet.
124
 Zyklisierungsdomänen kondensieren den intramolekularen nukleophilen 
Angriff eines Heteroatoms (O oder N) aus Cystein, Serin oder Threonin auf den benachbarten 
Ketokohlenstoff. Durch Dehydratisierung bildet sich ein Thiazolin- oder Oxazolin-Heterozyklus. 
Abbildung 3-10 b) zeigt diesen Mechanismus am Beispiel der Thiazolinbildung. Dieser kann durch 
eine Oxidationsdomäne (Ox) noch weiter zum Oxazol oder Thiazol oxidiert werden, wie z.B. im 
Bleomycin (Abb. 3-5).
125
 Durch Mutationen von konservierten Aminosäuren in der Bacitracin-
Zyklisierungsdomäne und dem anschließenden Verlust der Zyklisierung konnten essentielle 
Aminosäurereste im aktiven Zentrum dieses Enzyms bestimmt werden. Außerdem konnten mit 
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Abb. 3-10: a): Epimerisierung durch die Epimerasedomäne (E), b): Zyklisierung zweier Aminosäuren durch die 
Zyklisierungsdomäne (Cy) am Beispiel der Thiazolinbildung aus Cystein. T=Thiolierungsdomänen (PCP). 
Methyltransferasedomänen (MT) katalysieren die Übertragung eines Methylrestes aus S-
Adenosylmethionin (SAM) (87), (siehe Abb. 5-21) meist auf den Peptidstickstoff. Die Thio-
esterasedomäne (TE) ist normalerweise die letzte Domäne in der NRPS. Sie katalysiert die Ablösung 
des assemblierten Peptides von der letzten PCP-Domäne. Dabei kann das Produkt durch Hydrolyse in 
linearer Form einfach abgelöst werden oder intramolekular cyclisiert werden (vgl. Abb. 3-11).
127
 So 
können neben linearen Peptiden auch zyklische Peptide, Makrolactone, Makrolactame oder 
Makrothiolactone mit oder ohne Seitenkette entstehen.
128
 2002 wurde die erste Kristallstruktur einer 
NRPS-Thioesterasedomäne, SrfTE aus der Surfactinsynthetase, aufgeklärt.
129
 Sie zeigte, dass 
Thioesterasen zu Familie der α/β-Hydrolasen gehören. Sie besitzen eine katalytische Triade aus Serin, 
Histidin und Aspartat, die die Spaltung der Thioesterbindung zwischen dem 4‘-Ppant des letzten PCP 
und dem Peptid und die darauf folgende Bildung eines Peptidyl-TE-Intermediates katalysieren. Dieses 
Intermediat kann entweder durch den Angriff von H2O hydrolytisch als lineares Peptid freigesetzt 
werden, oder durch den Angriff eines intramolekularen Nukleophils zyklisieren und als zyklisches 
Peptid freigesetzt werden. 
 
 
Abb. 3-11: Die Übertragung des Peptids auf die Thioesterasedomäne (TE) und Ablösung durch a) Hydrolyse 
oder b) intramolekularen Angriff. T=Thiolierungsdomäne (PCP). 
Experimente zur Substratspezifität der TE-Domänen haben gezeigt, dass das Enzym besonders 
selektiv ist für die Seitenketten der Aminosäuren, die das Peptidyl-O-TE-Intermediat formen.
130 
Auch 






Thioesterasen scheinen eine unterschiedlich breite Substratspezifität zu besitzen. Während die 
Surfactin-TE relativ spezifisch für ihr natürliches Substrat ist,
131
 hat die Tyrocidin-TE eine sehr breite 
Substratspezifität, die es in Kombination mit Festphasenpeptidsynthese erlaubte, chemoenzymatisch 
eine ganze Bibliothek von zyklischen Peptiden zu erstellen.
132 
 
  3.2.3 Strukturelle Einsichten in NRPS 
In den letzten Jahren wurden zunehmend Erkenntnisse über die Struktur und den Mechanismus der 
NRPS-Enzyme gewonnen.
133-135
 Lange standen nur die einzelnen Domänen der NRPS im Fokus, doch 
durch Kristallisation von Didomänen
136,137
 oder ganzen Modulen
138
 konnten weitreichende neue 
Einsichten sowohl in strukturelle Modi von NRPS-Domänen als auch in Lokalisationen und 
Interaktionen von Domänen gewonnen werden. NMR-Strukturanalysen der TyrocidinC3-PCP-
Domäne haben gezeigt, dass PCPs in drei verschiedenen Konformationen vorliegen können, in der A-, 
H- und der A/H-Konformation.
139
 Apo-PCPs können in der A oder A/H-Konformation, holo-PCPs 
dagegen in der A/H oder H-Konformation vorliegen. Die Phosphopanthetheinyltransferase Sfp 
interagiert während der Phosphopanthetheinylierung nur mit der A-Konformation des PCP. Da 
Coenzym A (19) zu einem großen Teil innerhalb der Zelle acetyliert als Acetyl-CoA vorliegt, kommt 
es oft zu Fehlbeladungen (mispriming) des PCP, und somit zum Abbruch der Kettenverlängerung des 
Peptids. Diese Fehlbeladungen können durch ein Reparaturenzym, die sogenannte Thioesterase Typ II 
(TEII) korrigiert werden, indem die TEII mit dem fehlbeladenen PCP in der H-Konformation 
interagiert und kleine Moleküle, wie z.B. die Acetylgruppe wieder abspaltet.
140
 In der H-Konformation 
kann das holo-PCP dann mit der A-Domäne interagieren. 
Auch für die A-Domänen wurden durch die Kristallstruktur und ausführliche Modellierungsstudien 
von DltA, einem D-Alanin aktivierenden Enzym, verschiedene Konformationen nachgewiesen.
141
 
Diese Konformationen können ebenfalls in einem Zyklus dargestellt werden. In der offenen 
Konformation weist die C-terminale Subdomäne von der A-Domäne weg. In dieser Konformation 
können die Aminosäure und ATP gebunden werden. Das Aminoacyl-AMP-Intermediat wird gebildet, 
und die Abspaltung von Pyrophosphat führt zu einer geschlossenen Konformation, in der das 
Aminoacyl-AMP vor der Umgebung geschützt ist. Der anschließende Schritt ist die Übertragung der 
Aminosäure und Generierung einer Thioesterbindung am holo-PCP. Die A-Domäne kehrt wieder in 
die offene Konformation zurück. Die beschriebenen Zyklen für PCP- und A-Domäne sind in Abb.3-12 
bildlich dargestellt. Die Röntgenkristallstruktur einer PCP-C-Didomäne aus der Tyrocidin-Synthetase 









Abb. 3-12: Reaktionszyklus der PCP- und A-Domänen (aus 
135
). Die apo-PCP-Domäne (links, grün) wird in die 
holo-Form von einer PPTase (blau) konvertiert. Falsche Beladungen werden von einer TE, Typ II repariert 
(orange). Die korrekt beladene holo-PCP-Domäne interagiert mit dem A-Domänen-Zyklus, und wird mit einer 
Aminosäure (AS) beladen. Nach Translokation der AS durch Kondensation kann die holo-PCP-Domäne neu 
beladen werden. Im A-Domänenzyklus (rechts) durchläuft die kleine C-terminale Subdomäne (braun) der A-
Domäne (rot) mehrere Konformationen. In der offenen Konformation kann die A-Domäne die Aminosäure und 
ATP binden. Während der Adenylierung wird Aminoacyl-AMP generiert und Pyrophosphat abgespalten. Das 
Aminoacyl-AMP ist von der Umgebung durch eine geschlossene Konformation geschützt, was den Transfer auf 
die PCP-Domäne (Thiolierung) erleichtert. 
 
Abb. 3-13: Das Terminationsmodul der Surfactin-NRPS (aus 
135
). Der 20 Å -Radius, der vom 4´-Ppant-Arm des 
PCP erreichbar ist (S1003A), ist grau markiert. Linkerregionen sind blau markiert; die Domänen sind 




Es ist für die korrekte Assemblierung notwendig, dass die PCP-Domäne mit ihrem 4´-Ppant-Arm alle 
umliegenden Domänen, wie die stromaufwärts liegende A-Domäne, aber auch die aufwärts und die 
abwärts liegende C-Domäne erreichen kann. Die C-Domänen besitzen eine V-artige Struktur aus 2 
gleich großen Subdomänen, die durch eine kurze Verbindungs-(hinge)-Region und durch eine 
Schlaufe in der Mitte des Proteins verbunden sind. Die Form des Enzyms erlaubt den PCP-Domänen 
stromaufwärts und -abwärts, von beiden Seiten des Enzyms die Substrate für die Kondensation zu 
positionieren. Die Länge des 4´-Ppant-Arms beträgt in etwa 20 Å. Eine NMR-Struktur einer apo-PCP-
TE-Didomäne aus der Enterobactin-Synthetase zeigt, dass das aktive Zentrum der TE 18 Å, also in 
Reichweite des 4´-Ppant-Arms, vom aktiven Zentrum der PCP entfernt ist.
136
 Beide Domänen haben 
eine recht große hydrophobe Kontaktfläche (etwa 1300 Ǻ). Das könnte die Notwendigkeit erklären, in 
kombinatorischen Biosyntheseansätzen PCP und TE zusammen zu rekombinieren.
142 
Im Jahr 2008 
wurde die Kristallstruktur eines vollständigen NRPS-Terminationsmoduls aus der Surfactinsynthetase 
erhalten und analysiert (siehe Abb. 3-13).
138
 Es wurde ersichtlich, dass A- und C-Domäne sehr stark 
miteinander interagieren und eine gemeinsame Oberfläche von mehr als 1600 Å bilden. Diese starke 
Interaktion scheint auch hier der Grund zu sein, warum in kombinatorischen Biosynthesen von NRPS-
Enzymen C- und A-Domäne miteinander kombiniert werden mussten, um eine funktionierende neue 
NRPS zu erhalten.
142
 Interessanterweise ist zwar das aktive Zentrum der Thioesterase in Reichweite 
des aktives Zentrums des PCP (16 Å), aber das aktive Zentrum der A-Domäne ist ungefähr 60 Å 
entfernt. Es scheinen also größere strukturelle Änderungen im Bereich der NRPS-Enzyme während 
der Peptidsynthese stattzufinden. 
  3.2.4 MbtH-artige Proteine 
Im Gencluster für die Biosynthese des Siderophors Mycobactin in Mycobacterium tuberculosis 
befindet sich ein Gen, mbtH, das für ein kleines, etwa 80 Aminosäuren großes Protein kodiert.
143
 Nach 
diesem Protein wurde eine neue Superfamilie, die MbtH-artigen Proteine (MbtH-like Proteins) 
benannt. Es stellte sich heraus, dass mbtH-Homologe in vielen NRPS-Genclustern auftreten. Richard 
Baltz stellte eine systematische Analyse der bisher sequenzierten mbtH-Homologe auf, und notierte, 
dass diese Proteine am häufigsten in Actinobakterien auftreten (1,1 Homologe/Genom).
144
 Besonders 
hoch ist die Prävalenz in Streptomyceten und Mycobakterien (2,6 bzw. 2,1 Homologe/Genom). Aber 
auch in den Bacillales und in den Proteobakterien (0,4 bzw. 0,3 Homologe/Genom) sind diese Proteine 
durchaus anzutreffen. In Eukaryoten gibt es bisher keine Evidenz von mbtH-ähnlichen Genen. Die 
MbtH-artigen Proteine in Actinomyceten sind 62 bis 80 Aminosäuren groß und normalerweise einzeln 
in NRPS-Genclustern kodiert. Eine Ausnahme bildet das Gencluster des Antibiotikums Teicoplanin, 
in dem zwei mbtH-artige Gene lokalisiert sind.
145
 In Streptomyceten zeigen MbtH-artige Proteine eine 
hohe Sequenzidentität (durchschnittlich 64,3% zu DptG).
144
 MbtH-artige Proteine sind also mit NRPS 
assoziiert, in Streptomyces roseosporus ist am N-Terminus einer NRPS sogar eine MbtH-artige 
Domäne mit der NRPS fusioniert.
144
 Eine interessante Ausnahme befindet sich im 
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Lyngbyatoxingencluster, wo ein MbtH-Protein mit einer P450-Monooxygenase fusioniert ist.
146 
Transkriptionsanalysen an NRPS zeigten, dass in Überproduktionsstämmen nicht nur die NRPS-
Transkription, sondern auch die Transkription der mbtH-Homologe hochreguliert ist.
147
 Die 
Inaktivierung von cchK, dem mbtH-Homolog aus dem Coelichelin-Gencluster verringerte die 
Coelichelin-Produktion,  die Inaktivierung von cdaX, dem mbtH-Homolog aus dem CDA-Gencluster 
stoppte die Produktion von CDA (20) sogar vollständig.
148
 Auch die Deletion von cloY aus dem 
Clorobiocingencluster verminderte die Clorobiocinproduktion dramatisch.
149
 In beiden Studien konnte 
aber die Metabolitenproduktion durch  Kreuzkomplementierung mit nicht-nativen MbtH-Proteinen  in 
vivo wieder hergestellt werden. Eine Expression von cdaX unter einem konstitutiven statt dem nativen 
Promotor führte sogar zu einer erhöhten Coelichelinproduktion. Die  Ergebnisse dieser in vivo-Studien 
zeigen, dass MbtH-artige Proteine in vielen Biosynthesewegen wichtig, in einigen Fällen essentiell für 
die NRP-Produktion sind. Das Expressionslevel der MbtH-artigen Proteine korreliert mit der 
Metabolitenproduktion. MbtH-artige Proteine scheinen aber oft recht unspezifisch zu wirken, auch 
heterologe MbtH-Proteine können die NRPS aktivieren.  
Die MbtH-artigen Proteine haben, wie schon erwähnt, eine hohe Konservierung ihrer Sequenzen, ein 
Sequenzvergleich zeigt zum Beispiel drei über alle Proteine konservierte Tryptophane (W 25, 35 und 
55 in DptG). Die Kristallstruktur eines MbtH-Proteins aus dem Pyoverdincluster aus Pseudomonas 
aeruginosa zeigt, dass diese Tryptophane auf der hydrophoben Außenfläche des Proteins, das eine 
Pfeilspitzenstruktur besitzt (Abb. 3-14), lokalisiert sind.
150
 Auch andere invariante Aminosäuren, wie 
Asparagin (N) 17, Serin (S) 23 und die Proline (P) 26 und 32 sind zur Außenseite exponiert.  
 
Abb. 3-14.: Tertiärstruktur des MbtH-artigen Proteins aus Pseudomonas aeruginosa (oben) (aus 
144
). Die 





Mit NMR-Spektroskopie und Circulardichroismus-(CD)-Spektroskopie wurde 2010 die Struktur eines 
MbtH-artigen Proteins in Lösung aufgeklärt.
151
 Die ß-Faltblattstrukturen im Zentrum des Proteins 
zeigen dynamische Bewegungen, die mit Interaktionen mit anderen Proteinen in Verbindung gebracht 
werden können. Die Aminosäurereste dieser Strukturen sind unter anderem die oben erwähnten W25 
und 35 und P26 und 32. Der C-Terminus, der auch hoch konserviert ist (W55, P60) zeigt dagegen 
ungeordnete Bewegungen. Die Autoren vermuten, dass dieser Teil mit verschiedenen 
Bindungspartnern interagieren kann. Die andere Außenseite der „Pfeilspitze“ ist sequenziell variabel. 
Auch diese könnte mit verschiedenen Bindungspartnern interagieren.  
Wichtige neue Einblicke in die Funktion von MbtH-Proteinen lieferten Felnagle et al. 2010.
152 
Sie 
zeigten, dass die heterolog exprimierten AT-Didomänen CmnO und VioO aus der Capreomycin- bzw. 
Viomycinbiosynthese in vitro nur aktiv waren, wenn das zugehörige MbtH-Protein CmnN bzw. VioN 
coexprimiert wurde. MbtH-Protein und AT-Didomäne koeluierten während der Nickel-NTA-
Aufreinigung und Konzentrationsmessungen in einem 1:1-Verhältnis aus AT-Didomäne und MbtH-
Protein. Auch separat exprimiertes und für den Assay hinzugegebenes MbtH-Protein aktivierte die A-
Domäne, allerdings nicht so stark wie das coexprimierte. Ein Austausch von W55 gegen Alanin 
verhinderte die Coelution von CmnO und CmnN. Dieser ausgetauschte Aminosäurerest scheint also 
essentiell für die Interaktion zu sein. Felnagle et al. zeigten auch, dass nicht alle AT-Didomänen 
MbtH-Proteine benötigen: CmnF und CmnG waren auch ohne CmnN aktiv.  
Eine ähnliche Studie von Zhang et al zeigte analoge Ergebnisse.
153
 Drei heterolog exprimierte CAT-
Tridomänen aus der Pacidamycinbiosynthese waren ohne MbtH-Protein PacJ aktiv, während das 
Protein PacL nur mit gereinigtem PacJ Aktivität zeigte. Auch hier wurden Mutagenesestudien 
durchgeführt. Eine W25A-Mutante zeigte etwa nur 50% in vitro-Aktivität, während eine 
W25A/W35A-Mutante die Aktivität komplett verloren hatte. Die drei konservierten Tryptophane in 
den MbtH-Proteinen scheinen also Schlüsselrollen in der Interaktion mit anderen NRPS-Domänen zu 
spielen. Auch in dieser Studie konnten heterologe MbtH-Proteine die NRPS-Proteine aktivieren. KtzJ 
und GlbE aus der aus der Kutznerid- bzw. Glidobactinbiosynthese konnten PacJ gleichwertig ersetzen.  
Imker et al. beobachteten, dass eine monomodulare (C-A-T) NRPS, GlbF aus der Glidobactin-
biosynthese, sich erst durch die Coexpression mit GlbE, dem im Gencluster angrenzenden MbtH-
Protein, exprimieren ließ.
154
 Hier wurde also eine stabilisierende oder Chaperon-artige Funktion des 
MbtH-artigen Proteins deutlich.  
Boll et al. konnten in ihrer kürzlich erschienenen Studie weitere Erkenntnisse über die Interaktionen 
von MbtH-artigem Protein und NRPS gewinnen.
155
 Erstmals wurde eine freistehende A-Domäne 
(CloH) mit MbtH-Protein (CloY) inkubiert, und aktivierte diese. Es konnte gezeigt werden, dass auch 
das MbtH-Protein aus E. coli, YbdZ, mit heterolog exprimierten A-Domänen interagiert. Ein ybdZ-
defizienter Stamm verringerte die Rate an löslicher A-Domäne signifikant. Auch hier lagen A-Domäne 
und MbtH in einem molaren 1:1-Verhältnis vor. Interessanterweise wurde nach 
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Größenausschlußchromatographie ein 2:2-Komplex aus der Didomäne SimH und dem MbtH-artigen 
Protein SimY isoliert. Ein Sequenzvergleich der adenylierenden Enzyme CloH und NovH zeigt eine 
Übereinstimmung von 83%. Im Gegensatz zu CloH ist NovH aber auch ohne MbtH-Protein aktiv.
156
 
Modellierungsstudien nach der Kristallstruktur von PheA
94
 zeigten im Vergleich von CloH und NovH 
bei nur einer Aminosäure nahe des aktiven Zentrums einen Austausch: Leu396Met (Position relativ zu 
PheA). Dieses Leucin wurde in CloH nun durch Mutagenese gegen Methionin ausgetauscht. Diese 
Mutante benötigte in vitro kein MbtH-Protein mehr für Aktivität, hatte aber nur noch etwa 1/3 der 
Aktivität der nativen A-Domäne. A-Domänen sind also ein wichtiger Bindungspartner von MbtH-
Proteinen, obwohl es noch andere Interaktionspartner zu geben scheint. Es ist immer noch nicht 
vollständig geklärt, warum manche A-Domänen MbtH-Proteine benötigen, und andere nicht, aber die 
Natur des Aminosäurerestes 396 (in PheA Lysin) scheint einen Einfluß auf die Interaktion zu haben.
155
 
Es wird postuliert, dass die Interaktion zwischen einer A-Domäne und einen MbtH-artigen Protein 
Konformationsänderungen hervorruft, die zu einer Erhöhung der Aktivität führen. Eine 
dreidimensionale Struktur eines Komplexes aus A-Domäne und MbtH-artigem Protein würde 
entscheidende neue Einsichten in die Interaktions- und Aktivierungsmechanismen durch MbtH-artige 
Proteine geben. 
3.3 Prinzipien zur Erzeugung neuer Naturstoffe 
Die Suche nach neuen Arzneistoffen ist für den Menschen aufgrund von ständig neu auftretenden 
Resistenzen, neuen Krankheiten oder wegen unzureichender Therapie fortwährend nötig. Klassische 
Methoden sind Synthese neuer Kandidaten, oder semisynthetische Veränderungen zur Optimierung 
bereits bekannter Therapeutika. Im  Bereich der Naturstoffe, die oft synthetisch schwer zugänglich 
sind, wurde Methoden entwickelt, in die Biosynthese einzugreifen, und die Produzenten sogenannte 
„unnatürliche Naturstoffe“ synthetisieren zu lassen.157 Einige klassische und aktuelle Beispiele im 
Bereich der NRPS sollen hier kurz vorgestellt werden. 
   3.3.1 Vorläufer-dirigierte Biosynthese und Mutasynthese an NRPS 
Eine Methode, um Analoga von Naturstoffen zu erhalten, ist die Vorläufer-dirigierte Biosynthese.
158
 
Durch Zufütterung von Analoga der Vorstufen werden diese statt der „Originale“ in das Produkt 
eingebaut, und neue Stoffe mit den gewünschten Modifikationen entstehen. Die Vorläufer-dirigierte 
Biosynthese beruht auf der losen Substratspezifität einiger biosynthetischer Enzyme, die zu einem 
nicht unerheblichen Teil chemisch unterschiedliche Substrate erkennen und prozessieren können. Die 
Ausbeute des neuen Naturstoffs kann gesteigert werden, wenn der Stoffwechselweg, der zum zu 
ersetzenden Baustein führt, durch gezielte Mutation blockiert wird. Dieses Verfahren wird als 
Mutasynthese bezeichnet.
159
 Schematisch ist die Mutasynthese am Beispiel eines nichtribosomalen 





Abb. 3-15: Schematische Dastellung der Mutasynthese. Die Enzyme E1 und E2 katalysieren die Synthese einer 
nicht-proteinogenen Aminosäure, die dann von der A-Domäne (A) erkannt und in das nichtribosomale Peptid 
(NRP) eingebaut wird. 
Allerdings führt die Mutasynthese nicht in allen Fällen zum Erfolg. Die gesamte Biosynthese-
maschinerie muss, wie oben erwähnt, ab dem zugefütterten Produkt eine relaxierte Substratspezifität 
besitzen, um das neue Stoffwechselprodukt weiter zu prozessieren und freizulassen. Außerdem sollte 
das natürliche Produkt in hohen Ausbeuten isoliert werden können, da die mutasynthetischen Analoga 
oft in weit geringerem Maße als das Original produziert werden.  
 
Ein sehr erfolgreiches Besipiel ist die Vorläufer-dirigierte Biosynthese und Mutasynthese der 
„Calcium-dependent antibiotics“ (20) (CDAs), Lipopeptide aus Streptomyces coelicolor, in der 
Gruppe von Jason Micklefield. Hier wurde in mehreren Studien die Fähigkeit, Analoga der Vorstufen 
einzubauen, ausgenutzt und verschiedenste Varianten generiert. Die Fütterung von Phenylglycinen 
(Phenylglycin, 4-F-Phenylglycin) zu einem Stamm, in dem die Hydroxyphenylglycin-(Hpg)-
Biosynthese [Aminosäure(AS) 6, vergleiche Abb. 3-16] unterbrochen ist, resultierte in der 
Biosynthese von neuen CDAs.
102
 Zu einem Stamm, der durch gerichtete Mutation die Fähigkeit zur 
Biosynthese von 3-Methylglutaminsäure (AS 10) verloren hatte, wurden 3-Fluoromethyl- und 3-
Ethylglutaminsäure gefüttert. Auch hier wurden diese Analoga eingebaut und resultierten in der 
Produktion neuer CDAs.
160
 Eine Mutation des aktiven Zentrums des ersten PCP in der CDA-Synthase 
verhinderte die 4´-Phosphopanthetheinylierung dieser Domäne und somit die Aufnahme der 
Epoxyhexanoylseitenkette. Fütterung mit N-Acetylcysteaminthioestern (SNAC) mit verschiedenenen 
Fettsäureresten führte zu CDAs mit Pentanoyl- und Hexanoylseitenketten.
161
 Zu einem Tryptophan-
auxotrophen Stamm von Streptomyces coelicolor wurden 5-Hydroxy- und 5-Fluorotryptophan 








Abb. 3-16: Die Familie der „Calcium-dependent antibiotics“ (CDAs) (20). Die Zahlen neben den 
Aminosäureresten geben die Abfolge der NRPS-Module wieder. Die nebenstehende Tabelle zeigt die 
Unterschiede der einzelnen CDAs in den entsperechenden Aminosäureresten.  
 
  3.3.2 Kombinatorische Biosynthese 
Die kombinatorische Biosynthese zielt darauf, durch Austausch von ORFs, Modulen, Domänen oder 
Aminosäuren die Substratspezifität der biosynthetischen Enzyme zu verändern und neue Produkte 
produzieren zu lassen.
142,163
 Prinzipiell sind der kombinatorischen Biosynthese kaum Grenzen gesetzt, 
allerdings haben die meisten Studien gezeigt, dass mit einer Rekombination der 
Biosynthesemaschinerie sehr oft ein dramatischer Verlust der Produktausbeute einhergeht. Gründe 
dafür sind, wie in der Mutasynthese, in der Substratspezifität der stromabwärts liegenden Enzyme, 
aber auch in der veränderten Enzymarchitektur und möglichen Problemen in der Protein-Protein-
Interaktion zu suchen. In diesem Abschnitt sollen einige Beispiele aus dem Bereich der NRPS 
vorgestellt werden. 
Eppelmann et al. konnten in Erweiterung der Studie von Stachelhaus
79
 nicht nur in vitro, sondern auch 
in vivo die Substratspezifität der A-Domäne AspA aus der Surfactinsynthetase ändern.
99
 Durch 
Austausch einer einzigen Aminosäure (His322Glu) änderte sich die Spezifität von Asparaginsäure zu 
Asparagin, und der resultierende Stamm produzierte ein bis dahin nicht isoliertes Asparaginyl-
surfactin. Mootz et al. konnten durch Deletion eines Leucin integrierenden Moduls in der Surfactin-
synthetase ein Surfactin mit verminderter Ringgröße isolieren.
164
 Butz et al. konnten dagegen durch 
Erweiterung der Balhimycin-NRPS durch ein künstlich erzeugtes Modul eine verlängertes Peptid mit 
einem zusätzlichen Hydroxyphenylglycin isolieren.
165
 Allerdings wurde das neue Produkt nicht von 
den hochspezifischen Oxygenasen, die die Quervernetzungen in der Seitenkette herstellen (vgl. 
Vancomycin (15); Abb. 3-5), erkannt. Auch fanden keine Glycosylierungen statt. In einer muta-
genetischen Studie wurde versucht, durch zwei Punktmutationen (Ala322Glu, Asn331Gly) in der A-
Domäne des Moduls 7 der CDA-NRPS (vgl. Abb. 3-16) die Spezifität von Aspararaginsäure zu 
Asparagin zu ändern.
166
 Das enstprechende Produkt konnte auch isoliert werden, allerdings in weitaus 
































geringeren Mengen als das natürliche Produkt. Stattdessen wurde in großen Mengen ein 
Hexapeptidintermediat detektiert, das offensichtlich während der Biosynthese von der NRPS 
freigesetzt wurde. Das Asparagin-Thioesterintermediat scheint also von der stromaufwärts liegenden 
C-Domäne nur in geringen Maße erkannt und prozessiert worden zu sein. Für höhere Effizienz in der 
kombinatorischen Biosynthese ist also auch das aktive Zentrum der zugehörigen C-Domänen von 
großer Bedeutung. Hahn und Stachelhaus konnten die Existenz von sogenannten Kommunikations-
domänen (COM-Domains), kurzen Strukturmotiven am Ende und Anfang von einigen NRPS, 
nachweisen.
167
 Diese Domänen sind notwendig für die Interaktion und Organisation von mehreren 
NRPS und die korrekte Abfolge der Biosynthese eines NRP, wenn es von mehreren NRPS-Enzymen 
synthetisiert wird. Die meisten NRPS-Systeme sind, wie oben erwähnt, auf mehreren ORFs codiert. Es 
konnte anschließend durch Manipulation der aktiven Zentren dieser COM-Domains in vitro ein 
Tripeptid von drei verschiedenen NRPS-Modulen aus der Tyrocidin- Surfactin- und Bacitracin-
synthetase, die nun miteinander interagierten, synthetisiert werden.
168
 Dieser vielversprechende Ansatz 
konnte dann in einer in vivo-Studie erfolgreich angewendet werden. In heterologen Expressionen 
konnten neue Produkte aus unterschiedlich neu programmierten Teilen der Surfactin- und 
Tyrocidinsynthetase isoliert werden.
169 
Am medizinisch relevanten Lipopeptid Daptomycin (14) aus Streptomyces roseosporus (Abb.3-17) 
wurden bisher die meisten erfolgreichen kombinatorischen Experimente durchgeführt.
170
 Eine Studie 
von 2006 zeigt das enorme Potential, das die kombinatorische Biosynthese beinhaltet: Es wurden 
Module innerhalb der Daptomycin-NRPS ausgetauscht (11Ser gegen 8Ala, vergleiche Abb. 3-17), 
ausserdem wurden Module aus der NRPS der verwandten Lipopeptide A54145 [11Ser und 8Ala gegen 
11Asn, 8Ala gegen 8Lys, 13Kynurenin (Kyn)  gegen 13Ile] und CDA (13Kyn gegen 13Trp, vgl. Abb. 
3-16) in der Daptomycin-NRPS ausgetauscht. Zusammen mit der Deletion einer Methyltransferase 
(12Glu statt 12MeGlu) konnten so ingesamt 60 neue Peptide massenspektrometrisch detektiert 
werden, von denen allein in dieser Studie zwölf isoliert und getestet wurden. Einige waren 14 in der 
Aktivität gegen grampositive Bakterien zumindest gleichwertig, in manchen Tests sogar verbessert.
171
 
Die Produktionsrate der neuen Peptide war allerdings signifikant erniedrigt. Die Bibliothek der 
kombinatorisch erzeugten Daptomycine konnte 2010 noch erweitert werden. Durch zusätzlichen 
Austausch des Moduls 2 (2Asn gegen 2Glu) und Variationen in der Lipidseitenkette standen nun 
insgesamt 25 Daptomycine dem antibakteriellen Testsystem zur Verfügung.
172,173 




Abb. 3-17: Daptomycin (14). Die Zahlen neben den Aminosäureresten geben die Abfolge der NRPS-Module 
wieder. 
In der Evolution ist es wiederholt zu Rekombination von DNA-Abschnitten gekommen. Viele neue 
Gencluster sind durch den Austausch von Aminosäuren, Domänen Modulen und ganzen Genen 
entstanden.
21
 Ein Beispiel sind die drei Lipopeptide Bacillomycin D, Iturin A und Mycosubtilin, die 
alle eine identische „nördliche“ Molekülhälfte besitzen. Ein Vergleich der Gencluster der drei 
Metaboliten zeigt, dass es in der zweiten Hälfte der NRPS durch Rekombination zu einer Umordnung 
der Module und damit zu drei verschiedenen Naturstoffclustern gekommen sein muss. Ausserdem sind 
die A-Domänen-Paare Glu/Gln und Ser/Thr strukturell sehr eng miteinander verwandt und könnten 
aus einem gemeinsamen Vorläufer durch Mutationen enstanden sein.
174
 Ein ähnliches Phänomen 
wurde in der Gruppe von Müller bei den Myxochromiden ebenso erkannt: Punktmutationen und der 
Austausch bzw. das Überspringen von Modulen sind bei zwei Genclustern direkt für strukturelle 
Unterschiede in den resultierenden Verbindungen verantwortlich. Diese Hypothese wurde durch 
kombinatorische Experimente bewiesen.
175
 Gerichtete Evolution im Labor wurde in einer anderen 
Studie von Fischbach et al. dafür ausgenutzt, die Aktivität einer kombinatorisch erzeugten, chimären 
NPRS zu steigern.
176
 Der Austausch der EntF-A-Domäne (spezifisch für Serin) gegen SyrE-A1, die 
die gleiche Spezifität besitzt, resultierte in einer 30-fach verschlechterten Aktivität der 
Enterobactinsynthetase. Es wurden durch mutagene PCR zufällige Mutationen eingebracht. Durch 
Selektion der am schnellsten wachsenden Klone, neue Mutationen dieser Klone und erneute Selektion 
wurde evolutiv auf die Wiederherstellung der Aktivität selektioniert. Nach zwei Selektionsrunden war 
ein Viertel der ursprünglichen Aktivität wieder hergestellt. Dieses Konzept wurde durch den 
Austausch einer Valin-aktivierenden Domäne aus der Andrimid-Biosynthese gegen eine 2-
Aminobutyrat-aktivierende Domäne aus der Cytotrienin-PKS/NRPS angewendet. Hier konnte nach 
drei Selektionsrunden immerhin ein Drittel der Aktivität, die nach dem Austausch der Domänen auf 
3% gesunken war, wiederhergestellt werden. Villiers und Hollfelder wendeten ebenfalls das Prinzip 
der gerichteten Evolution an: Sie führten zufallsgerichtete Mutationen in die erste A-Domäne der 
Tyrocidinsynthetase (Spezifität: Phe) ein und testeten zunächst alle Klone in einem A-Domänen-
Hochdurchsatzscreening
108




wurden kombiniert und neuen Mutationen ausgesetzt. Durch insgesamt vier Mutationen konnte die 
Substratspezifität hin zu kleineren Aminosäuren wie Alanin geändert werden. Interessanterweise 
betraf nur eine dieser vier Mutationen eine Aminosäure des nichtribosomalen Codes.
177
 Für die A-
Domäne AdmK in der Andrimidbiosynthese wurden von Evans et al. ebenfalls gerichtete Evolution 
angewendet: Hier wurden allerdings drei kritische Aminosäurereste im nichtribosomalen Code der 
Domäne ausgemacht, durch deren Mutationen sich die Substratspezifität der Domäne von Valin zu 
Alanin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin ändern könnte. In einer in vivo-Studie wurde eine 
Bibliothek an mutierten Klonen erstellt und in einem Screeningansatz wurden 14000 Klone mit 
LC/MS/MS auf neue Andrimide analysiert und im Erfolgsfall anschließend getestet. So konnten vier 
neue Andrimide isoliert werden.
178 
Insgesamt wurden in den letzten 15 Jahren viele Ansätze ausprobiert, durch kombinatorische 
Biosynthese neue nichtribosomale Peptide zu erzeugen. Dabei wurden Austausche auf Aminosäuren-, 
Domänen-, Modul- oder NRPS-Ebene vorgenommen. Mit Mutationen in aktiven Zentren von A-
Domänen lassen sich zumeist nur konservative Änderungen der Struktur erreichen. Computerbasierte 
Ansätze können für dramatischere Änderungen der Spezifität eine Lösung sein. Austausch von 
Domänen oder ganzen Modulen gibt größere Freiheiten in der Kombination, allerdings sind diesem 
Verfahren durch zumeist deutlich geringere Produktausbeuten Grenzen gesetzt. Rekombination von 
ganzen NRPS durch Austausch der Kommunikationsdomänen oder Deletion von einzelnen Modulen 
hat in einigen ersten Ansätzen vielversprechend funktioniert, allerdings wurden diese Ansätze bisher 
nicht weiter verfolgt. Kritisch bleibt die geringe Ausbeute der kombinatorischen Produkte, da die 
Substratspezifität vieler NRPS-Enzyme zwar relaxiert ist, aber die nachfolgenden Enzyme nicht alle 
Substratänderungen tolerieren. Evolutionär basierte Ansätze der Rekombination können diese 
Probleme wie dargestellt signifikant verringern. Die Substratspezifität hat sich evolutionär entwickelt 
und die Verständnis und Ausnutzen dieser Entwicklungen kann in zukünftigen rekombinatorischen 
Experimenten zu neuen Strategien und besseren Ergebnissen bei der kombinatorischen Biosynthese 
führen. 
3.4 Cyclopropyl- und Nitrogruppen in der Natur 
Cyclopropane kommen in der Natur selten vor,
122,179
 sie sind aber in verschiedensten Stoffklassen wie 
z.B. Fettsäuren, Terpenen und Aminosäuren zu finden (siehe Abb. 3-18).
180,181
 Die Aminosäure 2-(1-
Methylcyclopropyl)glycin (21) zum Beispiel ist Bestandteil der Kutzneride, zyklischer Peptide aus 
einem Actinomyceten, die ebenso wie Hormaomycin (13) nichtribosomal synthetisiert werden.
182,183
 
Ptaquilosid (22) ist ein Sesquiterpenglykosid aus dem Adlerfarn Ptedirium aquilinum mit 
karzinogenen Eigenschaften.
184
 Meist ist nur ein Cyclopropanring in ein Molekül integriert, Fettsäuren 
können aber durchaus mehrere Cyclopropane beinhalten. Den Rekord an Cyclopropanringen hält die 
Fettsäure U-106305 (23) aus Streptomyces-Arten.
185
 Die Biosynthese von Cyclopropanen geschieht 
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Abb. 3-18: Ausgewählte Naturstoffe mit Cyclopropylgruppen: 2-(1-Methylcyclopropyl)glycin (21), Ptaquilosid 
(22), U-106305 (23) 
Auch Nitrogruppen sind in Naturstoffen selten anzutreffen. Prominente Beispiele sind das bekannte 
Antibiotikum Chloramphenicol (24),
187
 das fungizid wirkende Pyrrolnitrin (25)
188
 und das 
antiproliferativ wirkende Polyketid Aureothin (26) (siehe Abb. 3-19).
189,190
 Die Nitrofunktion ist 
zumeist an einen Aromaten gebunden.
191
 In der Biosynthese von Nitrogruppen kann ein Aromat direkt 
mit einer Nitrosylspezies nitriert werden,
192
 meistens aber wird eine Nitrogruppe durch Oxidation 
einer Aminofunktion gebildet. Im Jahr 2008 konnte die Kristallstruktur von AurF, einer p-
Aminobenzoat-N-Oxygenase aufgeklärt werden.
193
 Es ist eine Monooxygenase, die kein Häm 
benötigt, und die Aminofunktion in Schritten über Hydroxylamin- und Nitrosofunktion zur 
Nitrogruppe oxidiert. Im Hormaomycin (13) sind beide genannten Strukturmerkmale in einer einzigen 
Aminosäure, 3-Nitrocyclopropylalanin (27) zweimal enthalten (siehe Abschnitt 3.5). 
 
Abb. 3-19: Ausgewählte Naturstoffe mit Nitrogruppen: Chloramphenicol (24), Pyrrolnitrin (25), Aureothin (26) 
 
3.5 Hormaomycin und der hrm-Gencluster 
Im Jahr 1984 wurde aus einer bei Toyama (Japan) genommenen Bodenprobe ein Streptomyces sp. 
AC-1978 isoliert und kultiviert. Die Fermentation ergab ein neuartiges, antibakteriell aktives Peptid, 
das Threonin, Isoleucin und drei unbekannte Aminosäuren enthielt und Takaokamycin genannt 
wurde.
194
 Die Strukturaufklärung gelang  allerdings nicht vollständig. Fünf Jahre später wurde in der 
Gruppe von Hans Zähner ein morphogenes Peptid namens Hormaomycin (13) aus einer bei 
Anuradhapura (Sri Lanka) genommenen Bodenprobe isoliert. Dabei handelte es sich um die gleiche 
Substanz wie Takaokamycin.
57
 Im Jahr 1990 konnte die Struktur von 13 vollständig aufgeklärt 
werden,
61
 wobei die absolute Konfiguration erst im Jahre 2004 bestätigt wurde: Es liegt ein zyklisches 
Lacton über sechs Aminosäuren vor, wobei die 3-Hydroxyfunktion eines (R)-allo-Threonins [a-Thr] 
mit der Carboxyfunktion eines (2S,4R)-4-(Z-Propenyl)prolins verknüpft ist.
195




des Ringes sind L-Isoleucin [Ile], zwei Einheiten (2S,3R)-3-Methylphenylalanin [(β-Me)Phe] und ein 
(2S)-Diastereomer von 3-(trans-2-Nitrocyclopropyl)alanin [(3-Ncp)Ala]. Die Seitenkette besteht aus 
dem (2R)-Diastereomer von (3-Ncp)Ala und 5-Chloro-N-hydroxypyrrol-2-carbonsäure [Chpca] (siehe 
Abb. 3-20). In NMR-Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Konformationen des Moleküls in 
verschiedenen Lösungsmitteln signifikant voneinander unterscheiden, was sich in unterschiedlichen 
NMR-Spektren widerspiegelt.
196
 Im Jahre 2004 wurde die erste Totalsynthese von 13 beschrieben.
197 
 
Abb. 3-20:  Hormaomycin (13) und seine Bausteine 
Hormaomycin (13) besitzt neben seiner einzigartigen Struktur interessante biologische Eigenschaften: 
Es regt in nanomolaren Konzentration die Bildung von Luftmycel und die Produktion von sekundären 
Metaboliten in vielen anderen Streptomyceten an (siehe auch Abschnitt 3.1).
57
 Dieser Eigenschaft 
verdankt das Hormaomycin (13) seinen Namen (Griechisch: hormao = ich rege an). Außerdem besitzt 
Hormaomycin (13) eine starke antibiotische Aktivität gegen einige coryneforme Actinomyceten (MIC 
Arthrobacter pascens: 88 pM)
57
 und gegen den Erreger der Malaria tropica, Plasmodium falciparum 
(IC50 für den K1‐Stamm: 587 nM, für den FCR3‐Stamm: 1,207 nM).198 
Die molekularen Wirkmechanismen von 13 sind bisher nicht bekannt. Der Einfluß auf das 
Mycelienwachstum und die Produktion von Sekundärmetaboliten legt eine Interaktion in der bld-
Signalkette bei Streptomyces coelicolor, bzw. der Butryrolactonkaskade bei Streptomyces griseus 
(siehe Abb. 3-3) nahe. Die Aufklärung des Wirkmechanismus von Hormaomycin (13) ist derzeit 
Forschungsgegenstand in der Arbeitsgruppe Piel.  
Die Hormaomycin-NRPS besitzt eine relativ breite Substratspezifität; in Vorläufer-dirigierten 
Biosynthesestudien  konnte eine ganze Reihe von Analoga der Aminosäurebausteine eingebaut 
werden, was zu einer Vielfalt von neuen Hormaomycinderivaten 36-54 führte.
62,199,200
 Anstelle von (3-
Ncp)Ala (27) konnten die zugefütterten Nitronorvalin (NO2Nva) (29) und Nitronorleucin (NO2Nle) 
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(30) offenkettige Analoga, in Hormaomycin (13) inkorporiert werden. Es war ebenso möglich, 
Methoxycyclopropylalanin [(3-Mcp)Ala] (28) zuzufüttern (siehe Abb. 3-21). 
 
Abb. 3-21: Durch Vorläufer-dirigierte Biosynthese inkorporierte Analoga der Vorstufen (3-Ncp)Ala (27), (β-
Me)Phe (31) von Hormaomycin:  (3-Mcp)Ala] (27),  (NO2Nva) (29), (NO2Nle) (30), (o-F)Phe (32), (m-F)Phe 
(33), (p-F)Phe (34), Phe (35), vergleiche Tab. 3-1.
 62,199,200
 













































(3-Ncp)Ala (27) I+II 
(3-Ncp)Ala (27) I 
(3-Ncp)Ala (27) II 
(3-Ncp)Ala (27) I+II 
(3-Ncp)Ala (27) I 
(3-Ncp)Ala (27) II 
(3-Ncp)Ala (27) I+II 
(β-Me)Phe (31) I 
(β-Me)Phe (31) II 
(β-Me)Phe (31) I+II 
(β-Me)Phe (31) I 
(β-Me)Phe (31) II 
(β-Me)Phe (31) I+II 
(β-Me)Phe (31) I 
(β-Me)Phe (31) II 
(β-Me)Phe (31) I+II 
(β-Me)Phe (31) I 
(β-Me)Phe (31) II 
(β-Me)Phe (31) I+II 
 
Auch an den Positionen des β-Methylphenylalanins (31) ist eine strukturelle Vielfalt möglich: 
Phenylalanin (35) und jeweils in ortho-  meta-  und para-Position  mit Fluor substituierte 
Phenylalanine [(o-F)Phe (32) (m-F)Phe (33) (p-F)Phe (34)] konnten eingebaut werden. Eine 
Substitution konnte sowohl an Position I oder II (vergleiche Abb. 3-20) einzeln, als auch an beiden 
Positionen gleichzeitig nachgewiesen werden. Eine Übersicht über die durch Fütterungen erzeugten 




Aktivität gegen den Pilz Candida albicans in der gleichen Größenordnung wie das etablierte Nystatin, 
was äußerst ungewöhnlich ist, da 13 nicht gegen Pilze aktiv ist.
200
 Synthetisch konnte durch die 
Verwendung von Diaminopropionsäure statt D-Thr ein Hormaomycinlactam dargestellt werden.
201
 Die 
Bioaktivitäten der isolierten Analoga und weiterer synthetischer Hormaomycinderivate geben Einblick 
in Struktur-Wirkungsbeziehungen. Das erfolgreich angewendete Prinzip der Vorläufer-dirigierten 
Biosynthese gibt Anlaß zur Hoffnung, dass weitere Hormaomycinanaloga durch Zufütterung von 
Vorstufen erzeugt werden können. 
In der Arbeitsgruppe Piel wurde aus einer Cosmidbibliothek der Biosynthesegencluster des 
Hormaomycins (13) isoliert.
62
 Es besteht aus 23 open reading frames (ORF) hrmA-W und hat eine 
Größe von 48,409 Basenpaaren (bp) (siehe Abb. 3-22). Eine Übersicht über die ORFs, ihre putativen 
Funktionen und die nächsten Verwandten befindet sich in Tabelle 3-3. Der zentrale Bestandteil des 
Cluster kodiert für die Hormaomycin-NRPS, die aus 2 ORFs (hrmO, hrmP) besteht und insgesamt 
sieben Module umfaßt. Sie katalysiert die Synthese des Peptids aus seinen biosynthetischen Vorstufen 
(siehe Abschnitt 3.2). Mit Hilfe des nichtribosomalen Codes
79,80
 kann bioinformatisch mit der 
Software NRPSpredictor 2
202
 zumindest für einige A-Domänen das Substrat vorausgesagt werden. Die 
Reihenfolge der Module passt genau zur Architektur des Peptids. So zeigt HrmO2A eine Präferenz für 
die Aufnahme und den Einbau von Threonin, während für die vorletzte A-Domäne, HrmP2A, eine 
Spezifität für Isoleucin oder Valin vorausgesagt wird, wobei interessanterweise laut Datenbank ein 
Einbau von Valin präferiert wird (90%).
202
 Für die anderen A-Domänen, die den Einbau der 
ungewöhnlichen Einheiten (3-Ncp)Ala (27), (β-Me)Phe (31) und (4-Pe)Pro (69) katalysieren, ist kein 
Homolog in den Datenbanken bekannt (siehe Tabelle 3-2). 
 
 
Abb. 3-22: Der hrm-Gencluster (hrmA-W). Die Farben der ORFs weisen auf die putative Beteiligung in der 
Biosynthese der einzelnen Hormaomycinvorstufen (vergleiche Abb. 3-20) hin. Putative Regulator- und 
Transportgene sind schwarz markiert. Graue Pfeile symbolisieren die flankierenden Gene des hrm-genclusters.  
R=Regulatorgen; MT=Methyltransferase; OR=Oxidoreduktase; γ-Glu=γ-Glutramyltranspeptidase; ACS=Acyl-
CoA-Synthetase; ACD=Acyl-CoA-Dehydrogenase; C=Kondensationsdomäne, A=Adenylierungsdomäne, 
T=Thiolierungsdomäne; E=Epimerasedomäne; TE=Thioesterasedomäne; Hal=Halogenase; DAPE=Diamino-
pimelatepimerase; EFF=Effluxprotein. 
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Auch die Existenz von Epimerasedomänen in HrmO4 und HrmP2 passt zu den stereochemisch 
veränderten (3-Ncp)Ala I und a-Thr. Abbildung 3-23 zeigt schematisch die hypothetische 
Assemblierung von Hormaomycin an der Hormaomycin-NRPS. Die Biosynthese der Chlorhydroxy-
pyrrolcarbonsäure (93), des äußeren Gliedes der Seitenkette, wird nach bioinformatischen 
Voraussagen an den freistehenden HrmK (Acyl-CoA-Synthetase) und HrmL (Peptidylcarrierprotein 
Typ II) katalysiert. Analog zu der Biosynthese von Pyoluteorin (115) und Clorobiocin (99)
203,204
 wird 
putativ zunächst Prolin (69) durch HrmK an HrmL gebunden, und dann zum Pyrrol dehydriert. 
Weitere Details zur Biosynthese der Vorstufen sind in den Kapiteln 5.1-5.3 nachzulesen. 
Tab. 3-2: Nichtribosomale Codes der Hormaomycin A-Domänen und vorausgesagte Spezifitäten.
62
  
































Abb. 3-23: Die hypothetische Assemblierung von Hormaomycin an der Hormaomycin-NRPS.
62
 
C=Kondensationsdomäne; A=Adenylierungsdomäne; TE=Thioesterasedomäne. Die Zahlen geben die 




Tab. 3-3: Kodierte Proteine in der hrm-Region, ihre putativen Funktionen und nächsten Verwandten (Stand 
2/2012) 
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4 Zielsetzung der Arbeit 
Aus den vielen ungewöhnlichen und teilweise einzigartigen Eigenschaften des Hormaomycins (13) 
und seines Biosynthesegenclusters ergeben sich folgende wissenschaftliche Fragestellungen, die in 
dieser Arbeit bearbeitet werden sollten. Erste Einblicke in die Biosynthese des Hormaomycins (13) 
wurden durch Fütterungsexperimente und durch die Isolierung des Hormaomycinbiosynthese-
genclusters erhalten.
62
 So konnten durch Sequenzvergleiche viele putative Kandidaten für einzelne 
Biosyntheseschritte ermittelt werden.  
Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun weitere Einblicke in die komplexe Biosynthese der einzigartigen 
Hormaomycinvorstufen 3-Nitrocyclopropylalanin [(3-Ncp)Ala] (27), 4-Propenylprolin [(4-Pe)Pro] 
(69) und Chlorhydroxypyrrolcarbonsäure (Chpca) (93) gewonnen werden. Heterologe Expressionen 
und in vitro und in vivo-Charakterisierungen diverser Enzyme des Hormaomycingenclusters in E. coli 
sollten neue Einsichten in die Funktionsweise dieser Enzyme liefern.  
Die Biosynthese von 3-Nitrocyclopropylalanin (27) verläuft ausgehend von Lysin (58)  über einen in 
der Natur neuartigen Mechanismus, der nach Fütterungsstudien postuliert wurde.
206
 Demzufolge wird 
58 zunächst an einer nicht aktivierten Position hydroxyliert, es kommt dann über Lactonisierung und 
N-Oxidation zur Cyclopropanbildung. Die bioinformatische Analyse des Hormaomycingenclusters 
deutet durch Ausschlussverfahren auf zwei Enzymkandidaten (HrmI und HrmJ) hin, die für die 
oxidativen Modifizierungen von Lysin (58) zu (3-Ncp)Ala (27) verantwortlich sein könnten. Diese 
Enzyme haben keine bisher bekannten charakterisierten näheren Verwandten, gehören also zu 
neuartigen Enzymfamilien. In dieser Arbeit sollten diese Enzyme durch Fütterungsstudien der (3-
Ncp)Ala-Biosynthese zugeordnet werden, die Enzyme dann heterolog exprimiert und ihre Funktionen 
charakterisiert werden.  
Für 4-Propenylprolin (69) wurde als biogenetische Vorstufe das Tyrosin (70) identifiziert. Über L-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (71) erfolgt dann durch HrmF, eine L-DOPA-2,3-Dioxygenase, die 
Öffnung des Catecholringes und eine Neuordnung des Kohlenstoffskeletts zu einem gelb gefärbten 
Pyrrolinylintermediat 72.
62
 Diese Reaktion sollte im Rahmen dieser Arbeit kinetisch charakterisiert 
werden. Die weiteren Schritte zum Propenylprolin (69) sind unklar. Im Hormaomycingencluster 
befindet sich, im Gegensatz zu ähnlichen Biosynthesewegen,
222-225
 kein Enzym mit Homologien zu 
einer C-C-Hydrolase. Mit Hilfe von degenerierten Primern sollte im Genom von Streptomyces 
griseoflavus W-384 nach einem Homolog gesucht werden. HrmC, eine putative SAM-abhängige 
Methyltransferase sollte zusammen mit HrmF heterolog exprimiert werden, um eine eventuelle 
Methylierung des L-DOPA-Spaltproduktes 72 zu detektieren. 
Die Biosynthese von Chlorhydroxypyrrolcarbonsäure (Chpca) (93) findet nach bioinformatischen 
Voraussagen wahrscheinlich ähnlich wie bei anderen Pyrrolen
203,204
 ausgehend von Prolin an einem 
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freistehenden Peptidylcarrierprotein (PCP) statt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Acyl-CoA-
Synthetase HrmK und das PCP HrmL heterolog exprimiert werden. HrmK sollte auf seine 
Substratspezifität hin untersucht werden. Für HrmL sollte zunächst eine posttranslationale 
Modifizierung (Phosphopanthetheinylierung) nachgewiesen werden, da diese für weitere Reaktionen 
unerläßlich ist. Im Anschluß sollte dann die Beladung von HrmL mit Prolin durch HrmK 
nachgewiesen werden.  
N-Hydroxypyrrole wie Chpca (93) sind äußerst selten in der Natur anzufinden. Aus dem 
Hormaomycingencluster kommt am ehesten HrmN, eine Acyl-CoA-Dehydrogenase, für die  N-
Hydroxylierung des Pyrrols in Frage. Dieses Enzym sollte nun in Pseudomonas fluorescens Pf-5, dem 
Produzenten des Antibiotikums Pyoluteorin (115), exprimiert werden. Die Biosynthese des Pyrrolteils 
von Pyoluteorin verläuft ähnlich zur putativen Biosynthese von Chpca. Wenn HrmN während der 
Pyoluteorinproduktion exprimiert wird, könnte es das Pyoluteorin (115)  hydroxylieren. Damit wäre 
die Funktion von HrmN bewiesen und ein neuer Naturstoff durch kombinatorische Biosynthese 
generiert. Diese Strategie hat bereits im Fall von HrmQ, einer Halogenase, funktioniert und zur 
Isolierung von chlorierten Clorobiocinderivaten geführt.
239 
Der Zusammenbau der Vorstufen zum Hormaomycin erfolgt an einem Megaenzymkomplex, einer 
nichtribosomalen Peptidsynthetase (NRPS). Der Einbau von verfütterten Analoga der Vorläufer 
(Mutasynthese) in Hormaomycin impliziert eine lose Substratspezifität der Hormaomycin-NRPS. Die 
Adenylierungsdomänen (A-Domänen) der NRPS spielen durch Auswahl des Substrates eine zentrale 
Rolle bei der Biosynthese von nicht-ribosomalen Peptiden. Die Interaktion und Aktivierung von 
verschiedenen A-Domänen mit sogenannten MbtH-artigen Proteinen (MbtH-like proteins) wurde 2010 
nachgewiesen. Da im Hormaomycin-Gencluster ein solches Protein (HrmR) kodiert ist, ist eine solche 
Interaktion für eine oder mehrere Hormaomycin-A-Domänen wahrscheinlich. Die Hormaomycin A-
Domänen sollten im Rahmen dieser Arbeit heterolog in E. coli exprimiert und rekonstituiert werden. 
Über Coexpression mit HrmR sollte ihre Interaktion mit diesem Protein untersucht werden. 
Anschließend sollten die A-Domänen massenspektrometrisch charakterisiert werden. Informationen 
über die Substratspezifitäten der A-Domänen geben wichtige Hinweise über die Möglichkeit, 
Hormaomycinanaloga durch Mutasynthese zu erzeugen. 
Eine Sequenzanalyse der Hormaomycin-A-Domänen lässt Hypothesen zum evolutiven Ursprung 
dieser Domänen zu. So zeigen große Abschnitte am 5´- und 3´-Terminus der A-Domänen, die für den 
Einbau von chemisch stark unterschiedlichen Aminosäuren verantwortlich sind, eine äußerst hohe 
Übereinstimmung. Dieses Phänomen legt eine  Rekombination der zentralen DNA-Abschnitte der 
Domänen, die in ihrer Sequenz stark divergieren, und damit folgend den Austausch der 
Substratspezifität dieser A-Domänen während der Evolution nahe. Um diese Hypothese zu 
unterstützen, sollten im Rahmen dieser Arbeit kombinatorisch erzeugte A-Domänen mit 
ausgetauschten zentralen DNA-Abschnitten aus dem Hormaomycin-NRPS  und dem CDA-NRPS aus 




Streptomyces coelicolor A3(2) konstruiert und in E. coli heterolog exprimiert werden. Diese Proteine 
sollten anschließend massenspektrometrisch auf ihre Substratspezifität untersucht werden. Die 
Ergebnisse dieser Studien können neue Einblicke in die Evolution von A-Domänen geben und  
Strategien zur kombinatorischen Biosynthese von nichtribosomalen Peptiden aufzeigen.  
Im Rahmen dieser Arbeit sollten außerdem natürliche Hormaomycinanaloga, die von einem 
Hormaomycin-Überexpressionsstamm gebildet wurden, isoliert und deren Struktur aufgeklärt werden. 
Bisher wurden noch keine natürlichen Hormaomycinanaloga beschrieben. Die Strukturen können 
einen Einblick in die Biosynthese der Hormaomycinvorstufen, aber auch in die Substratspezifität der 
Hormaomycin-NRPS geben. Die anschließende biologische Testung der neuen Substanzen kann dann 
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5 Ergebnisse und Diskussion 
5.1 Studien zur Biosynthese von (3-Ncp)Ala 
3-(trans-2’-Nitrocyclopropyl)alanin [(3-Ncp)Ala] (27) ist eine nicht-proteinogene Aminosäure mit 
mehreren außergewöhnlichen Strukturmerkmalen (siehe Abschnitt 3.4), die in Hormaomycin (13) in 
zwei verschiedenen diastereomeren Formen [2S (55) und 2R (56)] eingebaut ist (Abb. 5-1). Die 
Änderung der Stereoinformation wird vermutlich durch die Epimerasedomäne in HrmO4 eingeführt 
(vergleiche Abb. 3-23). Die ähnlichste in der Natur vorkommende Aminosäure ist das 
Aminocyclopropylalanin, der zentrale Bestandteil des Proteasominhibitors Belactosin A (57) (Abb. 5-
1), das  ebenfalls aus einem Bakterium der Gattung Streptomyces isoliert wurde.
205
 Über die 
Biosynthese von 57 ist bisher nichts bekannt. 
Abb. 5-1: 2S-(55); 2R-(56) 3-(trans-2’-Nitrocyclopropyl)alanin, Belactosin A (57) 
Aufgrund von Fütterungsexperimenten mit markierten Aminosäuren konnte für (3-Ncp)Ala (27) ein 
biosynthetischer Ursprung aus Lysin (58) nachgewiesen werden.
206
 Anschließend wurden mit 
Deuterium an verschiedenen Positionen isotopenmarkierte Lysine verfüttert, um den Ort der initialen 
Modifikation von Lysin (58) zu bestimmen. Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie wurde ein Modell 
der (3-Ncp)Ala-Biosynthese postuliert. Hiernach wird Lysin (58) an C4 hydroxyliert, es kommt zu 
einer spontanen Lactonisierung zu 59. Dann wird die Aminfunktion oxidiert und es bildet sich ein 






Abb. 5-2: Postulierte (3-Ncp)Ala-Biosynthese.
206
 Lysin (58) wird an C4 oxidiert, es kommt zu einer spontanen 
Lactonisierung zu 59. Es folgen N-Oxidation zum Oxim (60), Cyclopropanbildung und Oxidation der 
Nitrogruppe zum (3-Ncp)Ala (27).  
Der letzte Schritt ist die Cyclopropanbildung durch intramolekularen nucleophilen Angriff und die 
Oxidation zur Nitrofunktion. Es entsteht (3-Ncp)Ala (27). Abbildung 5-2 zeigt den erläuterten 




Mechanismus. Dieser Mechanismus der Cyclopropanbiosynthese ist in der Literatur bisher nicht 
beschrieben worden. 
Durch einfache bioinformatische Analysen konnte den meisten Genen des Hormaomycingenclusters 
eine mögliche Rolle in der Hormaomycinbiosynthese zugewiesen werden. Für die Biosynthese von (3-
Ncp)Ala (27) gab es keine offensichtlichen Kandidaten. Die einzigen Gene, denen sonst keine 
Funktion zugewiesen konnte, sind hrmI und hrmJ. Durch Ausschlussverfahren wurde diesen Genen 
daher eine mögliche Rolle in der (3-Ncp)Ala-Biosynthese zugewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit 
sollten die Funktionen von HrmI und HrmJ ebenso wie die Biosynthese dieser ungewöhnlichen 
Aminosäure so weit wie möglich aufgeklärt werden.  
  5.1.1 Fütterung von (3-Ncp)Ala zu einer Deletionsmutante von hrmI 
Um die Funktion von HrmI zu untersuchen, wurde von Xiaofeng Cai durch homologe Rekombination 
eine ΔhrmI-Mutante von Streptomyces griseoflavus W-384 konstruiert (Daten hier nicht aufgeführt). 
Dieser Stamm verlor dadurch die Fähigkeit, Hormaomycin zu produzieren. Durch Zufüttern des 
Biosynthesebausteins, dessen Produktion unterbrochen ist, kann die Produktion des Metaboliten 
wiederhergestellt werden. Um die Hypothese, dass HrmI an der (3-Ncp)Ala-Biosynthese beteiligt ist, 
zu bestätigen, wurde diese Aminosäure daher dem Stamm ΔhrmI während der Fermentation 
zugefüttert. Die starke antibiotische Wirkung von Hormaomycin (13) gegen Arthrobacter 
crystallopoietes wurde für die Analytik der Komplementierung ausgenutzt. Abbildung 5-3 zeigt den 
Vergleich einer Kultivierung von Streptomyces griseoflavus W-384, des Stammes ΔhrmI und des mit 
(3-Ncp)Ala (27) gefütterten ΔhrmI.  Als zusätzliche Negativkontrollen wurden Lösungen von (3-
Ncp)Ala (27) in verschiedenen Konzentrationen aufgebracht.  
 
Abb. 5-3: Agarplatte von Arthrobacter crystallopoietes mit Hormaomycin (13) (Hrm) und (3-Ncp)Ala (27),  
Extrakten von ΔhrmI, und ΔhrmI, gefüttert mit (3-Ncp)Ala (27).  
(3-Ncp)Ala 
20 mg/ml  
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Es ist zu erkennen, dass durch die Zufütterung von (3-Ncp)Ala (27) die Hormaomycinbiosynthese 
wiederhergestellt worden ist, was durch den antibiotischen Effekt des Hormaomycins (13) gezeigt 
wird. Die Negativkontrollen zeigen, dass der antibiotische Effekt nicht von 27 herrührt. Ein analoges 
Experiment wurde von Xiaofeng Cai mit einer Deletionsmutante von hrmJ durchgeführt, auch hier 
konnte das zugefügte (3-Ncp)Ala (27) die Hormaomycinbiosynthese komplementieren (Daten hier 
nicht aufgeführt). HrmI und HrmJ sind also tatsächlich an der Biosynthese von 27 beteiligt. Um 
Informationen über die möglichen Reaktionen von HrmI und HrmJ zu gewinnen, wurde in Abschnitt 
5.1.2 eine intensivierte bioinformatische Analyse durchgeführt. 
  5.1.2 Bioinformatische Einordnung von HrmI und HrmJ 
Eine BLAST-(Basic Local Alignment Search Tool)-Suche ergab kein charakterisiertes homologes 
biosynthetisches Protein für HrmI. Für HrmJ gab es ein ähnliches Ergebnis, allerdings scheinen 
mehrere Homologe von HrmJ zu einer bisher uncharakterisierten Proteinsuperfamilie DUF 2257 zu 
gehören. Um entferntere Verwandte für HrmI und HrmJ zu finden, wurde eine  „position specific 
iterative BLAST“ (PSI-BLAST)-Analyse für beide Proteine durchgeführt. Bei dieser Analyse wird 
zunächst eine Liste aller sehr ähnlichen Proteine erstellt. Aus dieser Liste wird eine sogenannte 
Profilsequenz erstellt, die konservierte Regionen der Proteine zusammenfaßt. Mit dieser Profilsequenz 
wird wieder eine BLAST-Suche durchgeführt. Dieser Prozess läßt sich beliebig oft wiederholen. 
Dadurch, dass verwandte Proteine in die Suche miteinbezogen werden, ist PSI-BLAST viel 
empfindlicher bei der Ermittlung weit entfernter Verwandtschaften als das gewöhnliche BLAST.
207
 
Eine iterative PSI-Blast-Suche für HrmJ ergab eine entfernte Verwandtschaft (Sequenzähnlichkeit 
37%) zu einer L-Isoleucin-4-Hydroxylase aus Bacillus thuringiensis.
208
 Dieses Enzym hydroxyliert die 
Aminosäure Isoleucin (61) in der unaktivierten 4-Position zu Hydroxyisoleucin (62) (siehe Abb. 5-4). 
Analog könnte HrmJ den ersten Schritt der (3-Ncp)Ala-Biosynthese, die oxidative Modifizierung von 




Abb. 5-4: Katalysierte Reaktion der Isoleucin-4-hydroxylase aus Bacillus thuringiensis. Isoleucin (61) wird an 
C4 zu 62 hydroxyliert. 
In biochemischen Studien gab es Hinweise, dass die Isoleucin-4-Hydroxylase (IDO) eine Fe(II)/α-
Ketoglutaratabhängige Oxygenase ist.
208,209
 Diese Enzyme katalysieren den Einbau eines Atoms 
molekularen Sauerstoffs in ein Zielmolekül mit Hilfe der Cofaktoren Fe(II)
  und α-Ketoglutarsäure 
(63) (siehe Abb. 5-5 a). Dabei wird der Cofaktor Fe(II) chelatisiert und es kommt zur oxidativen 
Decarboxylierung von α-Ketoglutarat zu Succinat (64) und Bildung einer reaktiven Sauerstoffspezies, 
die das Substrat hydroxyliert.
210 




a)          b)    
Abb. 5-5: a): Katalysierte Reaktionen von Fe(II)/α-Ketoglutaratabhängigen Oxygenasen. Das Substrat wird 
hydroxyliert und α-Ketoglutarat (63) zu Succinat (64) decarboxyliert. b): Aktives Zentrum von Fe(II)/α-
Ketoglutaratabhängigen Oxygenasen: Fe(II) wird von α-Ketoglutarat (63) und einer katalytischen Triade aus 
Aspartat und zwei Histidinen chelatisiert. 
Strukturelle Einsichten in den Wirkmechanismus Fe(II)/α-Ketoglutaratabhängiger Oxygenasen haben 




-Motiv vorliegt. Diese drei 
Aminosäuren spielen eine wichtige Rolle bei der Chelatisierung des Eisens und der Koordination des 
Substrates (siehe Abb. 5-5 b). Eine weitere charakteristische Aminosäure (Arg/Lys) ist elf bis zwölf 
Aminosäuren C-terminal von His
2
 lokalisiert. Diese übernimmt eine Stabilisierung des α‐Ketoglutarat 
(63) an C‐5.210 Ein Sequenzvergleich von HrmJ und IDO zeigt, dass beide Enzyme das beschriebene 
Motiv besitzen (siehe Tab. 5-1). HrmJ ist also sehr wahrscheinlich eine α-Ketoglutaratabhängige 
Oxygenase aus einer neuen Enzymfamilie. 
Tab. 5-1: Vergleich der Darstellung der aus dem Alignment (Anhang, Abb. 9‐7) extrahierten hypothetischen 
Metall‐Liganden und α‐Ketoglutarat (63) stabilisierende Aminosäuren für IDO und HrmJ 



















Eine iterative PSI-Blast-Suche für HrmI ergab eine entfernte Verwandtschaft zu PqqC und Homologen 
aus der Biosynthese des Pyrrolochinolinchinons (66), eines Cofaktors von vielen bakteriellen 
Dehydrogenasen.
211
 PqqC ist eine kofaktorlose Oxidase, die den letzten Schritt in diesem 
Biosyntheseweg katalysiert.
212
 Die 2-Amino-2-Carboxyethylseitenkette von 65 wird zu einem 
Carboxypyrrol zyklisiert. Gleichzeitig wird das komplette Hexahydrochinolinsystem oxidiert. Die 





Abb. 5-6: Katalysierte Reaktion von PqqC. Die Seitenkette von 65 wird zu einem Carboxypyrrol zyklisiert. 
Oxidation des Hexyhydrochinolinsystems führt zu Pyrrolochinolinchinon (66). 
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Biochemische Studien haben allerdings gezeigt, dass das Enzym für volle in vitro-Aktivität 
Nikotinamiddinukleotidphosphat (NADPH) und eine nicht näher definierte cytosolische Fraktion 
(„activating factor“) benötigt.213,214  
Die bioinformatisch gesammelten Informationen über HrmI und HrmJ unterstützen die Hypothese von 
Brandl,
206
 dass (3-Ncp)Ala (27) aus über eine mehrfache Oxidation aus Lysin (58) gebildet wird. 
Demnach würde HrmJ Lysin (58) an Position 4 hydroxylieren und es zur Bildung eines Lactons 59 
kommen, das an der ε-Aminoposition weiter zu 60 oxidiert wird. HrmJ könnte dann den zweiten Teil 
der Biosynthese, den Ringschluss zum Cyclopropan und die Oxidation zur Nitrogruppe katalysieren 
(vergleiche Abb. 5-2). Die Oxidationsstufe am ε-N für das Substrat von HrmI ist unbekannt. 
  5.1.3 in vivo-Experimente zur (3-Ncp)Ala-Biosynthese 
Die Reaktion von HrmJ mit Lysin (58) sollte zunächst mit einem in vivo-Experiment untersucht 
werden. Das HrmJ enthaltende Expressionsplasmid pDF011 (siehe Tab. 6-3) wurde in E. coli BL21 
(DE3) transformiert und in 500 mL 2xYT-Medium (siehe 6.2.1) kultiviert. Während der Kultivierung 
wurden 2 mmol Lysin (58) gefüttert. Als Negativkontrolle wurde eine Kultur des Stammes  MC7, der 
HrmL überexprimierte, verwendet. Die Kultur wurde wie in 6.7.2 beschrieben aufgearbeitet, mit 
Dansylchlorid derivatisiert (6.6.2.3) und mit HPLC analysiert (siehe 6.6.2.4). Es konnte in mehreren 
Expressionsversuchen kein neues Produkt detektiert werden (Daten nicht aufgeführt). Daher wurde die 
Strategie geändert und HrmJ als Protein mit N-terminalem Histidinyltag exprimiert. Dies erlaubt die 
selektive Aufreinigung des Proteins über Ni-NTA-Affinitätschromatographie (siehe 6.5.4) Die 
postulierte Reaktion sollte dann in Abschnitt 5.1.4 mit dem isolierten Protein in vitro untersucht 
werden. 
  5.1.4 heterologe Expression und Charakterisierung von HrmJ 
HrmJ wurde mit spezifischen Primern (siehe Tab. 6-10) mittels PCR aus genomischer DNA von 
Streptomyces griseoflavus W-384 amplifiziert und über die Schnittstellen SacI und HindIII in den 
Expressionsvektor pET28b kloniert. Das resultierende Konstrukt wurde pMC44 genannt. 
Anschließend wurde das Protein in E. coli BL21(DE3) überexprimiert (siehe 6.2.1) und über Ni-NTA-
Chromatographie (siehe 6.5.4) aufgereinigt. Ein Natriumdodecylfulfat-Polyacrylamidgelektrophorese-
(SDS-PAGE)-Gel einer Expression in 200 mL 2xYT-Medium zeigt Abbildung 5-7. Das Protein 
(berechnete Größe: 27,1 kDa) konnte in hohen Konzentrationen (13 µM) in der Elutionsfraktion 
erhalten und isoliert werden. Anschließend sollte das Protein in einem Assay charakterisiert werden. 
Dafür wurde die Elutionsfraktion einer Überexpression (500 mL 2xYT) mit PD10-Säulen in 
Assaypuffer (siehe 6.2.2) überführt und über Vivaspin-Zentrifugatoren [molecular weight cut-off 
(MWCO): 10 kDA] aufkonzentriert (siehe 6.5.5).  




                                     
Abb. 5-7: SDS-PAGE-Gel (15%) von HrmJ (200 mL 2xYT, 1 mM IPTG, 16 °C): L=Lysat; D=Durchfluß; 
W1,W2=Waschfraktionen mit Lysispuffer,Waschpuffer; E=Elution;  M=Proteinmarker. 
Mit dem konzentrierten und entsalzten HrmJ wurden Enzymassays mit verschiedenen Temperaturen 
und pH-Werten durchgeführt. Essentielle Bestandteile für die Charakterisierung von Fe(II)/α-
Ketoglutaratabhängigen Oxygenasen sind die Cofaktoren Fe(II) und α-Ketoglutarsäure (63) sowie 
Ascorbinsäure.
215,216
 Der Assay wurde wie in 6.6.2.1 beschrieben durchgeführt und dann mit HPLC 
analysiert (siehe Abschnitt 6.6.2.3). Die HPLC-Analytik von Aminosäuren ist nicht trivial; aufgrund 
der meist nicht vorhandenen Chromophore können die meisten Aminosäuren nicht durch UV-
Absorption detektiert werden. Für die Detektion werden Aminosäuren mit UV-aktiven oder 
fluoreszierenden Reagenzien wie Dansylchlorid (67), 9-Fluorenylmethyloxycarbonylchlorid (FMOC), 
oder o-Phthaldialdehyd (OPA) derivatisiert.
217
 Bei der Analytik des HrmJ-Assays erwiesen sich nach 
Vorversuchen die Derivatisierung mit Dansylchlorid (67) als geeignet. Zunächst wurden 50 µL des 
Assays mit 67 in einer einstündigen Reaktion unter Lichtausschluß
215
 derivatisiert (siehe Abschnitt 
6.6.2.2). Abbildung 5-8 zeigt diese Reaktion am Beispiel des Substrates für HrmJ, Lysin (58). Es 
entsteht α-Aminodansyllysin (68). Im Falle von Lysin kann die Derivatisieriung auch an der ε-
Aminogruppe erfolgen; es sind also zusammen mit dem doppelt dansylierten Lysin insgegesamt drei 
derivatisierte Lysine vorstellbar. 
 
Abb. 5-8: Die Derivatisierung von Lysin (58) mit Dansylchlorid (67) 
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Wegen des zwitterionischen Verhaltens müssen oft Puffer in der HPLC-Analytik von Aminosäuren 
eingesetzt werden. Es wurden nach diversen Vorversuchen zwei isokratische HPLC-Methoden mit 
verschiedenen Puffersystemen ausgewählt, die eine stabile Analytik des Assays erlaubten. HPLC-
Methode 1
218
 benutzt ein Puffersystem mit Ammoniumformiat (9,0 mM) und Ameisensäure (pH 3,40) 
gemischt mit Acetonitril (59:41). Methode 2
215
 basiert auf einem Phosphatpuffersystem (pH 7,5, 0,1 
mM) und Acetonitril (80:20). In den Abbildungen 5-9 und 5-10 sind erfolgreiche HrmJ–Assays mit 
Methode 1 (Abb. 5-9) und Methode 2 (Abb. 5-10) gezeigt.. Für das dansylierte Lysin sind die 
erwarteten drei Peaks detektiert worden (Methode 1: 9 min, 10 min und 15 min; Methode 2: 10, 11 
und 16 min; jeweils Spur a). Beide Chromatogramme zeigen, daß die Lysinkonzentration im Assay 
[Peak bei 9 min (1) bzw. 11 min (2)] im Vergleich zur Negativkontrolle ohne HrmJ (Spur c) ab-
genommen hat, und dafür ein neuer Peak mit kürzerer Retentionszeit entstanden ist (jeweils etwa 8 
min, Spur b).  
 
Abb. 5-9: Vergleich der HPLC-Chromatogramme des HrmJ-Assays nach Derivatisierung, Methode 1, 254 nm:   
a = Lysin (58) (0,1 mM), b = HrmJ-Assay, pH 7,5, RT, 3h; c = Negativkontrolle ohne HrmJ 
               
Abb. 5-10: Vergleich der HPLC-Chromatogramme des HrmJ-Assays nach Derivatisierung, Methode 2, 218 nm:   
a = Lysin (58) (0,1 mM); b = HrmJ-Assay, pH 7,5, 30 °C, 3h; c = Negativkontrolle ohne HrmJ  




Eine massenspektrometrische Charakterisierung des Assays mit HPLC-MS war an diesem Institut mit 
den angewendeten Methoden nicht möglich. Es wurde deswegen in mehreren Experimenten der neu 
entstandene Peak in der HPLC isoliert und massenspektrometrisch untersucht. Die Analyse eines 
Peaks aus Methode 1 lieferte ein Ion, das zu einem hypothetischen Intermediat der (3-Ncp)Ala-
Biosynthese paßt (siehe Abb. 5-11). 
 
Abb. 5-11: oben: Ausschnitt aus dem HR-ESI Massenspektrum (Positiv-Modus) des aufgefangenen neu 
enstandenen Peaks aus Abbildung 5-9. Unten: theoretisches Massenspektrum des postulierten Oxim-
Intermediates 60 aus der (3-Ncp)Ala-Biosynthese. 
Das Massenspektrum der aufgefangenen Fraktion zeigt ein Ion bei m/z: 181,058. Diese Masse 
korrelliert mit dem theoretischen Massenspektrum für das Oxim-Intermediat aus der postulierten 
Biosynthese 60 [(M+Na)
+
calc.: 181,058]. Somit konnte erste Evidenz für ein Intermediat in der (3-
Ncp)Ala-Biosynthese gefunden werden. Die Masse des dansylierten Oxims konnte nicht detektiert 
werden. Möglicherweise war das instabile Dansylderivat von 60 wieder zerfallen.  
Aufgrund der Signalunterdrückung in der Massenspektrometrie hängt der Messerfolg der Probe stark 
von der Matrix des Analyten ab.
219
 Daher ist es möglich, dass erst nach Entsalzung der Probe oder 
Elution in Methanol das gewünschte Molekül im Massenspektrometer detektiert werden kann. Es 
wurde in mehreren Experimenten versucht, die isolierte Fraktion zu entsalzen, oder sie zu trocknen 
und in Methanol zu überführen, um ein aussagekräftiges MS/MS-Spektrum für die detektierte Masse 
aufzunehmen. Weitere Versuche zur Charakterisierung dieser Substanz schlugen aber fehl. 
Auch die Charakterisierung dieses Intermediates mit NMR-Spektroskopie würde sich unter den 
dargestellten Bedingungen als schwierig gestalten. Die Mengen der produzierten Substanz sind in 
diesem Maßstab zu gering, um ein aussagekräftiges Spektrum aufzunehmen. Eine Möglichkeit, die 
Hydroxylierung der ε-Aminogruppe nachzuweisen, wäre, ein 15N-NMR-Spektrum der Substanz 
aufzunehmen. Ein hydroxyliertes Amin würde eine signifikante Differenz in der chemischen 
Verschiebung im Gegensatz zur Aminogruppe ergeben. Hierzu werden aber große Produktmengen 
benötigt, die mit dem dargestellten Assay bisher nicht erreicht werden konnten. 
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Trotz vielfachen Wiederholungen ist es nur in einem Assay gelungen, ein neues Produkt zu 
detektieren und teilweise zu charakterisieren. Alle anderen Versuche HrmJ mit Lysin (58) umzusetzen, 
blieben bisher erfolglos. Die Inaktivität des Enzyms könnte an der bekannten Instabilität und 
Oxidationsempfindlichekeit α-Ketoglutarat-abhängiger Oxygenasen liegen.220,221 Eine Möglichkeit 
wäre, das Enzym unter Sauerstoffausschluss aufzuarbeiten, was sehr aufwendig ist. Auch das wurde 
mit einer Expression analog zu Abbildung 5-7 versucht; es konnte aber unter Laborbedingungen kein 
vollständiger Sauerstoffausschluss gewährleistet werden. Auch in diesem Experiment wurde Lysin 
nicht von HrmJ umgesetzt. 
Dieser Teil der Arbeit wurde erst gegen Ende der Dissertation begonnen, daher waren aus Zeitgründen 
weitere Experimente für diese Arbeit nicht mehr durchführbar. Zurzeit wird in der Arbeitsgruppe Piel 
das putative Oxim-Intermediat 60 auf chemischem Wege synthetisiert. Nach erfolgter Fertigstellung 
kann das Molekül als Standard für den Assay von HrmJ in HPLC-Experimenten eingesetzt werden 
und wird durch den Vergleich von Retentionszeit und UV-Spektrum weitere Klarheit über die Identität 
des detektierten Intermediates bringen. HrmI konnte von Xiaofeng Cai ebenso wie HrmJ in großen 
Mengen exprimiert und isoliert werden (unveröffentlichte Ergebnisse). In ersten Versuchen zur 
direkten Bildung von (3-Ncp)Ala (27) aus Lysin (58) wurde das aufgereinigte HrmI dem HrmJ-Assay 
zugegeben. Zusätzlich wurde 0,5 mM NADPH dem Assay zugefügt (siehe 5.1.2). Es konnte kein 
neues Produkt in der HPLC detektiert werden (Daten hier nicht aufgeführt). Wahrscheinlich liegt das 
negative Ergebnis auch hier an der Instabilität von HrmJ. Mit dem synthetisierten postulierten 
Intermediat können in Zukunft ausführliche Studien zur Funktion von HrmI durchgeführt werden und 
die Biosynthese von (3-Ncp)Ala (27) weiter aufgeklärt werden. 
5.2 Studien zur Biosynthese von 4-Propenylprolin 
4-Z-Propenylprolin (4-Pe)Pro (69) ist ein weiterer einzigartiger Baustein des Hormaomycins. Sein 
biosynthetischer  Ursprung liegt  nicht, wie man zunächst vermuten könnte, im Prolin (94), sondern in 
der aromatischen Aminosäure Tyrosin (70). Dies belegen Fütterungsexperimente von Markus 
Radzom.
62
 Die bioinformatische Analyse des Hormaomycingenclusters erlaubt aufgrund von 
Sequenzvergleichen mit den Genclustern von Lincomycin
222





  und Tomaymycin,
225
 die ähnliche Bausteine besitzen, eine Hypothese 
für den Biosyntheseweg des 4-Propenylprolins (69) (siehe Abb. 5-12). Hiernach sollte die Genkassette 
hrmCDEFG für die (4-Pe)Pro-Biosynthese verantwortlich sein. 
Die einzigen charakterisierten enzymatischen Homologe aus diesem Biosyntheseweg sind LmbB2 und 
LmbB1 aus dem Lincomycingencluster.
226,227
 Während LmbB1 die Bildung eines Pyrrolinderivates 72 
aus L-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (71) katalysiert, konnte die Bildung desselben Produktes aus 
70 durch das Zusammenwirken von LmbB2 und LmbB1 gezeigt werden.
226
 




         
Abb. 5-12: Übersicht über die postulierte Biosynthese von (4-Pe)Pro (69) und dessen Homologe aus den 
Biosynthesen von Anthramycin (ORFxy), Sibiromycin (Sib), Tomaymycin (Tom) und Lincomycin (Lmb).
62 
Das LmbB2-Homolog HrmE ist also sehr wahrscheinlich eine Tyrosin-Hydroxylase. Die 2,3 L-
DOPA-Dioxygenase HrmF katalysiert analog zu LmbB1 die Addition von molekularem Sauerstoff an 
eine Hydroxygruppe des Catecholringes und führt so zu dessen Öffnung (Abb. 5-13). Das Enzym 
benötigt Fe(III) als Koordinator für die benachbarten Hydroxylgruppen.
228
 Die anschließende spontane 
Kondensation des entstandenen Aldehyds mit der Aminfunktion führt zur Bildung eines Pyrrolins und 
somit zur kompletten Reorganisation des Kohlenstoffgerüstes. Das instabile Reaktionsprodukt 72 ist 
leuchtend gelb gefärbt (λmax = 414 nm). Die Bildung von 72 konnte bereits massenspektrometrisch in 







Abb. 5-13: Reaktionsmechanismus von HrmF. Der Catecholring von L-DOPA (71) wird oxidativ geöffnet; es 
kommt zur spontanen Rezyklisierung zum Pyrrolinderivat 72. 
 
Die weiteren Schritte bis zum Propenylprolin sind weniger eindeutig: In den homologen Genclustern 
ist jeweils ein Gen für eine Hydrolase kodiert, die hypothetisch die Spaltung einer C-C Bindung 
katalysiert und die Seitenkette bis zum Vinyl 73 abbaut (vergleiche Abb. 5-12).
229
 Für lmbX aus dem 
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Lincomycingencluster wurde gezeigt, dass dieses Gen essentiell für die Lincomycinproduktion ist.
230
 
Im Hormaomycin-Gencluster ist solch ein Homologes nicht vorhanden. HrmC hat Homologien zu 
SAM-abhängigen Methyltransferasen, es könnte die Vinylkette von 73 um ein C-Atom zu 74 
verlängern. HrmD ähnelt LmbY, einer putativen Coenzym F420-abhängigen Oxidoreduktase, die unter 
anderem die Reduktion des Pyrrolinringes von 75 zum (4-Pe)Pro (69) katalysieren könnte. Ein 
Lincomycinproduzent, dem die Oxidoreduktase LmbY durch Mutation fehlte, akkumulierte das Dien 
75,
231
 was diese Funktion nahelegt. HrmG, eine putative γ-Glutamyltranspeptidase, ist wahrscheinlich 
an der Biosynthese des F420-Chromophors beteiligt. Das Coenzym F420 (76) ist hauptsächlich in 
Archaeen verbreitet. Es ähnelt strukturell dem Flavinmononukleotid (FMN), besitzt aber ein höheres 




Abb. 5-14: Coenzym F420 (76) 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die L-DOPA-Dioxygenase HrmF kinetisch charakterisiert werden. Mit 
Hilfe von degenerierten Primern sollte im Genom von S. griseoflavus W-384 nach Homologen von 
lmbX gesucht werden. Außerdem sollte ein Stamm konstruiert werden, der HrmF und die putative 
Methyltransferase HrmC exprimiert, um den Zeitpunkt der Methylierung in der (4-Pe)Pro-Biosynthese 
zu untersuchen.  
 
  5.2.1 Heterologe Expression und kinetische Charakterisierung von HrmF 
HrmF konnte in vorherigen Arbeiten von Daniel Flachshaar bereits heterolog exprimiert und das 
Spaltungsprodukt von L-DOPA (71) massenspektrometrisch charakterisiert werden.
62
 Das Enzym, 
eine L-DOPA-2,3-Dioxygenase, spaltet den Catecholring oxidativ zwischen den beiden 
Hydroxygruppen. Es kommt zu Bildung eines instabilen, gelb gefärbten Intermediates (vergleiche 
Abb. 5-13). Um diese Reaktion kinetisch zu charakterisieren, wurde HrmF aus dem Konstrukt pDF010 
(siehe Tab. 6-3) mit AseI und NdeI ausgeschnitten und in pHIS8 kloniert. Das Konstrukt wurde pMC6 




genannt. Die Expression und Aufreinigung des Proteins über Ni-NTA-Chromatographie ist in 
Abbildung 5-15 dargestellt. 
 
Abb. 5-15: SDS-PAGE-Gel (12%) von HrmF: M=Proteinmarker; L=Lysat; 1-4=Elutionsfraktionen mit 
50,100,150 und 200 mM Imidazol 
 
Die Reaktion von HrmF mit L-DOPA (51) wurde kinetisch untersucht. Analoge kinetische 
Untersuchungen wurden bereits an LmbB1, der L-DOPA-Dioxygenase aus der Lincomycin-
biosynthese durchgeführt.
227
 Zur Analyse von His8-HrmF wurden die Elutionsfraktionen einer 
Überexpression von pMC6 gesammelt, mit PD-10-Säulen in 100 mM Phosphatpuffer pH 8 überführt 
und mit Vivaspin (MWCO 10 kDA) (siehe 6.5.5) aufkonzentriert.  Dem Enzym wurden nun 
verschiedene Mengen an 51 zugefüttert und die Reaktionen über 30 Minuten photometrisch bei 413 
nm vermessen. Es wurden sieben verschiedene Substratmengen zugegeben (0,918 µmol, 2,753 µmol, 
4,59 µmol, 6,426 µmol, 9,18 µmol, 11,934 µmol, 18,36 µmol). Die linearen Anfangsraten der 
Reaktionen wurden bestimmt und gegen die Substratkonzentrationen aufgetragen. Alle Umsetzungen 
wurden dreifach durchgeführt. In Abbildung 5-16 ist die Michaelis-Menten-Kurve der Reaktion 
dargestellt. Hieraus lassen sich die kinetischen Parameter für das Enzym bestimmen. Die Kurve wurde 
linearisiert, indem die Quotienten aus Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit gegen die 
Substratkonzentrationen aufgetragen wurden (Hanes/Woolf-Plot, Abb. 5-17). Aus dem Schnittpunkt 
der Hanes/Woolf-Gerade mit der x-Achse läßt sich der KM-Wert (Substratkonzentration bei 
halbmaximaler Geschwindigkeit) ablesen. Weiterhin läßt sich aus der Steigung der Geraden die 
katalytische Konstante, kcat, bestimmen. Die erhobenen kinetischen Parameter sind in Tabelle 5-2 
aufgeführt und werden dort mit denen des charakterisierten Homologs, LmbB1, verglichen. 
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Abb. 5-16: Michaelis-Menten-Kurve von HrmF mit L-DOPA (71). Aufgetragen sind die linearen Steigungsraten 
der Absorption (λ=413 nm) nach Zugabe von 0,918 µmol, 2,753 µmol, 4,59 µmol, 6,426 µmol, 9,18 µmol, 
11,934 µmol, 18,36 µmol L-DOPA (71).  Die Kurve wurde mit dem  Programm GraphPad Prism durch den 
Nullpunkt normiert. Die Balken geben das 95%-Konfidenzintervall für die Mittelwerte der Meßwerte wieder. 
 







Abb. 5-17: Hanes/Woolf-Gerade der Reaktionskinetik von HrmF (siehe Abb. 5-16). Der Quotient aus 
Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit wurde gegen die Substratkonzentration aufgetragen. 
 
Tab. 5-2: Vergleich der erhobenen kinetischen Parameter für HrmF und LmbB1
227 























Der Vergleich von HrmF und LmbB1 zeigt, dass HrmF eine durchweg höhere katalytische Effizienz 
als sein Homologes besitzt. Der etwa 10-fach kleinere KM-Wert und die etwa 15-fach höhere 
katalytische Konstante (Kcat) ergeben zusammen eine fast 160-fach höhere Effektivität für HrmF 
gegenüber LmbB1. HrmF zeigt darüber hinaus eine sehr relaxierte Substratspezifität. In einer 
anschließenden Studie von Elisabeth Rüthlein
233
 konnten zehn verschiedene Analoga von L-DOPA 
(71), 77-86, umgesetzt werden, wobei starke Variationen in der Seitenkette möglich sind und sie sogar 
schrittweise bis zum Catechol (77) abgebaut werden kann (siehe Abb. 5-20). Die 3,4-








Abb. 5-18: Akzeptierte alternative Substrate von HrmF:
233
 Catechol (77), 4-Methylcatechol (88), 
3,4‐Dihydroxybenzaldehyd (79), 3,4‐Dihydroxybenzoesäure (80), 3,4‐Dihydroxy-phenylessigsäure (81), 
Kaffeesäure (82), 3,4‐Dihydroxyphenylpropansäure (83), Dopamin (84), L‐Dihydroxyphenylserin (85), 
3‐(3,4‐Dihydroxyphenyl)‐2‐hydroxypropansäure (86). 
Die kinetischen Daten, zusammengenommen mit der relaxierten Substratspezifität und der 
Möglichkeit, das Enzym einfach und in großen Mengen zu exprimieren, machen HrmF somit zu einem 
aussichtsreichen Kandidaten für biotechnologische Produktionen oder chemoenzymatische Synthesen.  
 
  5.2.2 Suche nach einem lmbX-Homolog in Streptomyces griseoflavus W-384 
Wie oben erwähnt, fehlt im Biosynthesegencluster des Hormaomycins ein Kandidat für die C-C-
Hydrolyse des Spaltungsproduktes von L-DOPA, 72 (siehe Abb. 5-12). Um im Genom des 
Hormaomycinproduzenten ein Homologes des für eine C-C-Hydrolase kodierenden lmbX zu finden, 
wurden in einem Aminosäurealignment von LmbX, TomK, SibS und dem Produkt von ORF15 
konservierte Regionen ausgemacht. Auf Basis dieser konservierten Regionen wurden degenerierte 
Primer entworfen, mit denen im Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 mittels PCR versucht 
wurde, ein Homologes dieser Gene zu detektieren. Bei der Analyse des Alignments (siehe Abb. 9-8) 
fiel auf, dass ORF15 aus der Anthramycinbiosynthese eine geringere Verwandtschaft mit den anderen 
drei Enzymen zeigt; dieses Enzym wurde bei der Erstellung der degenerierten Primer daher nicht 
berücksichtigt. Tabelle 5-3 zeigt die für die Erstellung der Primer verwendeten Aminosäuremotive. 
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Tab. 5-3: Konservierte Aminosäuremotive der degenerierten Primer für das LmbX-Homolog 





QEGC G/S R 
PACAS 







Die erwartete Größe für ein Amplikon der Primer Unknown1f mit 1r oder 2r betrug ca. 300 bp, die 
erwartete Größe eines Amplikons der Primer Unknown2f mit 1r oder 2r war etwa 500 bp. Für alle 
Primerkombinationen wurden mehrere PCRs mit unterschiedlichen Annealingtemperaturen der Primer 
durchgeführt, aber es wurde kein korresponierendes Produkt amplifiziert. In anschließenden Studien 
wurde von Xiaofeng Cai versucht, über Hybridisierung mit lmbX ein Homolog im Genom zu 
detektieren.
62
 Auch dieser spezifischere Ansatz führte zu keinem Ergebnis. Die anschließende 
Veröffentlichung des Genoms von Streptomyces griseoflavus W-384 (in der Studie als S. griseoflavus 
Tu-4000 bezeichnet)
234
 bestätigte die durchgeführten Experimente: Es ist kein Homologes von lmbX 
im Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 enthalten. Wie die C-C-Bindung im Falle des 4-
Propenylprolins (69) gespalten wird, bleibt also weiter unklar. Entweder übernimmt ein anderes, 
bisher unbekanntes Enzym aus einer anderen Enzymfamilie diese ungewöhnliche Reaktion, oder ein 
Enzym aus dem Hormaomycingencluster katalysiert unerwarteterweise diesen Umwandlungsschritt. 
  5.2.3 In vivo-Experimente zur Untersuchung der Funktion von HrmC 
Eine bioinformatische Analyse von hrmC ergab, dass es für eine SAM (87)-abhängige 
Methyltransferase kodiert. Nächster Verwandter ist LmbW aus der Lincomycinbiosynthese (57% 
Identität). SAM-abhängige Methyltransferasen katalysieren die Übertragung einer CH3-Gruppe durch 
eine nukleophile Substitution an Hydroxy-, Amino-, Thiol-, und nucleophilen Kohlenstoffatomen 
(siehe Abb. 5-19).
235
 Nach der Übertragung des Methylrestes und Abspaltung eines Protons entsteht S-
Adenosylhomocystein (SAH) (88), aus dem Methionin wieder regeneriert werden kann 
 
Abb. 5-19: Methylübertragung durch S-Adenosylmethionin (87) auf a) Hydroxygruppe b) Aminogruppe c) 
nukleophilen Kohlenstoff (nach 
122
) 




Die Biosynthesewege von Propenylprolin und analogen Aminosäuren aus Tyrosin sind ab der L-
DOPA-Spaltung bisher wenig untersucht, an einem Punkt der Biosynthese wird aber eine 
Methylgruppe an die Seitenkette angehängt (vergleiche Abb. 5-12). Homologe zu HrmC sind in allen 
anderen Biosynthesewegen, deren Seitenkette aus 3 C-Atomen besteht, enthalten (LmbW, SibZ, 
ORF5). Um nun zu untersuchen, ob HrmC die Übertragung einer Methylgruppe auf das Produkt der 
Reaktion von HrmF (72) katalysiert, sollten HrmF und HrmC in E. coli coexprimiert werden. Da das 
Redaktionsprodukt von HrmF instabil ist, ist dies der einfachste Weg, die putative Methylierung 
nachzuweisen. HrmC wurde aus pDF008 (siehe Tab. 6-3) per Restriktionsverdau mit AseI und NdeI 
ausgeschnitten, und in den Coexpressionsvektor pCDF-Duet, der mit NdeI geschnitten und 
dephosphoryliert war, kloniert. pMC2 wurde erhalten. pMC2 wurde dann mit pMC6 (hrmF in pHIS8) 
in E. coli BL21(DE3) cotransformiert. Der resultierende Stamm wurde MC3 genannt. MC6 und MC3 
wurden parallel in 300 ml 2xYT-Medium bei 37 °C und 250 rpm kultiviert, und die Proteine nach der 
Induktion mit 1 mM IPTG bei 16 °C über Nacht überexprimiert. Die Umsetzung mit L-DOPA (71) 
und Aufarbeitung der Kultur erfolgte nach Rüthlein
233
 (siehe Abschnitt 6.7.2). Der erhaltene Extrakt 
wurde dann mit HPLC-MS analysiert (Methode CF; siehe 6.7.3). Das Ergebnis zeigt Abbildung 5-20. 
Im Maximum des Peaks bei 11,8 min (HrmF) bzw. 11,2 min (HrmC+HrmF) erscheint die Masse 
[M+H]
+
 des Reaktionsprodukts 72 (siehe Abb. 5-21). 
 
Abb. 5-20: Ausschnitt aus dem HPLC-HRMS-Chromatogramm der Umsetzungen von HrmF (schwarze Linie) 











Abb. 5-21: Ausschnitt aus dem Massenspektrum des Peaks bei a): 11,8 min (HrmF) bzw. b): 11,3 min 




In beiden HPLC-MS-Läufen konnten außerdem weitere Massen, die putativ zu Intermediaten der (4-
Pe)Pro-Biosynthese, oder zu Zerfallsprodukten von 72 gehören, detektiert werden. Eine Masse mit 
m/z=198,08 und eine Masse m/z=152,08 besitzen die gleiche Retentionszeit. Der Unterschied von 46,0 
Da beträgt eine HCOOH-Gruppe.   
Tab. 5-4: Detektierte Massen in den HPLC-MS-Chromatogrammen von HrmF und HrmC/HrmF (siehe Abb. 5-
20) und deren mögliche Strukturformeln 
Detektierte 
Masse [m/z] 















































              
 
 
       
 




Diese könnte aus einem instabilen Intermediat eliminiert worden sein. Es konnte zwar die Masse des 
putativen methylierten Intermediates (m/z=226,08) in beiden Extrakten detektiert werden, ebenso wie 
eine Masse von m/z=166,05, ebenfalls mit gleicher Retentionszeit (Massendifferenz einer 
Acetyleinheit). Unterschiede in den Massenspuren der beiden Extrakte konnten aber nicht festgestellt 
werden. Die Moleküle 89-92 sind mögliche Strukturen dieser Intermediate. Die Ergebnisse zeigen, 
dass die Intermediate tatsächlich eine große Instabilität besitzen. Die detektierten Massen könnten aber 
auch zu ganz anderen Substanzen gehören. Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass HrmC 
nicht den direkt an HrmF anschließenden Schritt in der Biosynthese des 4-Propenylprolins (69) 
katalysiert. Möglicherweise können Deletionsmutanten einzelner Gene (hrmC, hrmD, hrmG) im 
Hormaomycinproduzenten die (4-Pe)Pro-Biosynthese weiter aufklären. Wenn Zwischenprodukte oder 
neue Hormaomycine mit veränderter Struktur entstehen, würde das Einsichten in die Funktion dieser 
Proteine geben. In S. griseoflavus W-384 steht bereits ein solches Mutationssystem zur Verfügung; 
erste Deletionsmutanten von Biosynthesegenen des Hormaomycins (13) sind von Xiaofeng Cai beim 
Stand dieser Arbeit bereits konstruiert worden (Ergebnisse unveröffentlicht). 
 
5.3 Studien zur Biosynthese von Chpca 
Die 5-Chlor-N-hydroxypyrrol-2-carbonsäure (Chpca) (93) (Abb. 5-24 a) ist die Startereinheit für die 
Biosynthese des Hormaomycins. Auch sie ist bisher einzigartig in der Natur. Für die biologische 
Aktivität des Hormaomycins ist die N-Hydroxylgruppe essentiell, das haben Struktur-Wirkungs-
Experimente gezeigt.
195
 Durch Fütterungen von markierten Vorstufen konnte ein biogenetischer 
Ursprung aus L-Prolin (94) bewiesen werden.
62
 Die Biosynthese von Pyrrolen aus Prolin (94) ist in 
einigen Systemen, wie Clorobiocin (99) oder Pyoluteorin (115) gut untersucht; nach der kovalenten 
Bindung von Prolin (94) über eine Thioesterbindung an ein PCP, katalysiert durch eine freistehende 
A-Domäne, wird der Pyrrolidinring durch eine oder mehrere Acyl-CoA-Dehydrogenasen zum Pyrrol-
PCP oxidiert.
236
 Diese Reaktionsschritte konnten für mehrere Biosynthesesyteme in vitro rekonstituiert 
werden.
203,204,237
 Das Pyrrolyl-PCP kann nun durch andere Enzyme noch weiter modifiziert werden, im 
Falle des Pyoluteorins konnte nach Konstitution des Pyrrolyl-PCP in vitro eine Dichlorierung des 
Pyrrols durch ein einziges Enzym nachgewiesen werden.
238
 Aus dem Gencluster des Hormaomycins 
sind hrmKLMN und hrmQ Kandidaten für die Biosynthese von Chpca (93). Abbildung 5-22 b) zeigt 
die putative Biosynthese: hrmK kodiert für eine Acyl-CoA-Synthetase, die, nach Analyse des 
nonribosomalen Codes (siehe Tab. 3-3), Prolin (94) auf das Typ-II-Peptidylcarrierprotein HrmL 
überträgt. HrmM hat hohe Homologien zu einer Acyl-CoA-Dehydrogenase, die Prolyl-PCP (95) zu 
Pyrrolyl-PCP (96) oxidieren könnte. 
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Abb. 5-22: a): 5-Chlor-N-hydroxypyrrol-2-carbonsäure (Chpca) (93). b): Die  putative Chpca-Biosynthese. 
Prolin (94) wird von HrmK aktiviert und kovalent an. HrmL kovalent gebunden. Es entsteht Prolyl-HrmL (95). 
Nach Oxidation zum Pyrrolyl-HrmL (96) durch HrmM wird durch HrmQ ein Chloratom an das Pyrrolyl-HrmL 
(96) addiert. Es entsteht 97. HrmN katalysiert dann putativ die N-Hydroxylierung von 97 zu 98. 
HrmQ konnte bereits charakterisiert werden; in einem kombinatorischen Experiment chlorierte das 
Enzym das Antibiotikum Clorobiocin (99), das auch über eine Pyrrolcarbonsäureeinheit verfügt (siehe 
Abb. 5.23).
239
 Das Experiment fand in einem Stamm statt, in dem die Methyltransferase CloN6 nicht 
mehr funktionsfähig war, somit konnte HrmQ die nun freie 2-Position chlorieren. Als Hauptprodukt 
entstand Novclobiocin 124 (100). Das Enzym besitzt hohe Sequenzähnlichkeit (60%) zu den FADH2-
abhängigen Halogenasen PltA und Pyr29 aus der Pyoluteorin- und Pyrrolomycinbiosynthese.
238,240
 Für 
die N-Hydroxylierung zum Chpca-HrmL (98) konnte kein eindeutiger Kandidat identifiziert werden. 
Auch die Reihenfolge der Modifikationsschritte Chlorierung und Hydroxylierung ist unbekannt.  
 
Abb. 5-23: Generierung eines neuen Clorobiocinanalogs 100 durch HrmQ aus einem Clorobiocin-(99)-
Produzenten, dem die Methyltransferase CloN6 fehlt.
239 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die ersten Enzyme der Chpca-Biosynthese, HrmK und HrmL 
rekonstituiert werden, die Substratspezifität der Adenylierungsenzyms HrmK getestet werden, und 
versucht werden, verschiedene Substrate auf HrmL zu übertragen. Außerdem sollte die N-
Hydroxylierung untersucht werden: Der mögliche Kandidat HrmN sollte zusammen mit einer 
Promotorsequenz der Pyoluteorinbiosynthese heterolog in Pseudomonas fluorescens Pf-5 exprimiert 
werden. Die Pyrroleinheit im Pyoluteorin und dessen Biosynthese ähneln der von Chpca (94) im 
Hormaomycin (13). Daher ist eine Hydroxylierung des Pyoluteorins (115) durch eine Pyrrol-N-
Hydroxylase des Hormaomycingenclusters möglich. 
    5.3.1 heterologe Expression und Charakterisierung von HrmK 
Das Gen für die Acyl-CoA-Synthetase hrmK wurde über spezifische Primer (siehe Tab. 6-10) mittels 
PCR amplifiziert und mit TA-Klonierung (siehe 6.4.9.1) in pBluescript SK+ eingefügt. Es entstand 
pMC3.  




Nach erfolgter Sequenzierung wurde pMC3 mit BamHI und HindIII geschnitten und hrmK in den 
Expressionsvektor  pHIS8 kloniert (6.4.9.2). Das Konstrukt wurde pMC4 genannt. Um zu testen, ob 
HrmK für seine Aktivität ein MbtH-ähnliches Protein benötigt, wurde pMC4 zusammen mit pMC10, 
das hrmR im Coexpressionsvektor pCDF-DUET enthielt (siehe Kapitel 5.4.1), in E. coli BL21(DE3) 
cotransformiert und coexprimiert. Der Stamm wurde MC11 genannt. Die Aufreinigung des His8-
Fusionsproteins erfolgte mit Ni-NTA-Affinitätschromatographie (siehe 6.5.4). Abbildung 5-24 zeigt, 
dass HrmK in hoher Reinheit isoliert wurde. Aus dem Vergleich des Zelllysates und der 
Elutionsfraktion ist zu erkennen, dass HrmR (unterste Bande) exprimiert wurde, jedoch nicht coeluiert 
wurde. HrmK scheint also eine geringe Affinität zum MbtH-Homologen HrmR zu besitzen.    
 
Abb. 5-24: SDS-PAGE-Gel (Tricin, 15%) von der Coexpression von HrmK/HrmR (500 mL TB; 16 °C; 1 mM 
IPTG: M=Proteinmarker; L=Lysat; W1/W2=Waschfraktionen mit Lysispuffer/Waschpuffer; E=Elutionsfraktion 
mit 250 mM Imidazol. 
Um die erfolgreiche Expression von HrmK zu überprüfen, wurde das Enzym mit MALDI-TOF-MS 
(siehe Abschnitt 6.5.9) analysiert. Das Ergebnis der Messung zeigt Abbildung 5-25.  
 
Abb. 5-25: MALDI-TOF-Messung von isoliertem His8-HrmK. 
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Es wurde ein Ion bei 59443 Da gemessen, dessen Masse der berechneten von His8-HrmK entspricht. 
Um nun die Substratspezifität von HrmK zu bestimmen, wurde eine 500 mL-Überexpressionskultur 
von MC11 in TB-Medium (siehe  6.2.1)  kultiviert, mit 0,5 mM IPTG induziert, bei 16 °C 
überexprimiert (siehe 6.5.2) und über Ni-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt (siehe 
Abschnitt 6.5.4). Die Proteinelutionsfraktion wurde über eine PD10-Säule entsalzt und mit Vivaspin 
500 30K wieder aufkonzentriert (siehe 6.5.5). Das frische Protein wurde dann im  [γ-18O4]-ATP-Assay 
(siehe 6.6.1, vergleiche Abb. 5-52, Kapitel 5.4.3) mit verschiedenen Aminosäuren und Carbonsäuren 
getestet. Ein Großteil der Substrate bestand aus strukturellen Analoga des Prolins 101-110 (siehe Abb. 
5-26). 
 
Abb. 5-26: getestete Substrate von HrmK: Prolin (94) und Analoga: Benzoesäure (101), Pyrrol-2-carbonsäure 
(102), Picolinsäure (103), Nikotinsäure (104), Cyclohexancarbonsäure (105), Cyclopentancarbonsäure (106), 
Thiophen-2-carbonsäure (107), Furan-2-carbonsäure (108), Tetrahydrofuran-2-carbonsäure (109), Pipecolinsäure 
(110). 
Das Ergebnis der Messung (Abb. 5-27, 5-28) zeigt, dass Prolin (94) sehr selektiv vom Enzym 
präferiert wird. Die Umsetzung von 94 im Assay verlief nahezu quantitativ. Das ist an der 
Generierung eines neuen Ions bei m/z=506 aus dem Ion bei m/z=514 zu erkennen (vgl. Abb. 5-52, 
Abschnitte 5.4.4 und 6.6.1) Dieses Resultat konnte in einem wiederholten Experiment bestätigt 
werden. Die anderen gestesten Substrate wurden nur in Spuren aktiviert (<3%). HrmK scheint also, 
wie auch schon in Arbeiten von Radzom postuliert,
200
 eine sehr enge Substratspezifität zu besitzen. 
Diese Ergebnisse erschweren die Möglichkeit, durch Fütterungen von Prolinanaloga zum Produzenten 
Variationen der Startereinheit zu erzeugen. Außerdem kann in folgenden in vitro-Assays zur Chpca-
Biosynthese mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht das Oxidationsprodukt von Prolin, die Pyrrol-2-
carbonsäure (102), als Substrat von HrmK und HrmL eingesetzt werden. Für weitergehende in vitro-
Untersuchungen, wie  z.B. die N-Hydroxylierung (siehe Kapitel 5.3.4), müßte also HrmM ebenfalls 
heterolog exprimiert und isoliert werden und das Prolyl-PCP (95) anschließend oxidieren, bevor 
weitere Enzymreaktionen untersucht werden könnten (vgl. Abb. 5-22). 





Abb. 5-27: Vergleich der Massenspuren der Umsetzung von HrmK mit verschiedenen Substraten im im [γ-18O4]-
ATP-Assay (vgl. Tab. 9-1) 
 
Abb. 5-28: Aktivierung verschiedener Substrate durch HrmK im [γ-18O4]-ATP-Assay (schwarz) und 
Wiederholung der Reaktion mit Prolin (rot). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert (vgl. Abb. 5-27, 
Tab. 9-1). 
  5.3.2 Heterologe Expression und Charakterisierung von HrmL 
Nach bioinformatischen Voraussagen ist HrmL ein freistehendes PCP Typ II. PCPs akzeptieren 
aktivierte Aminosäuren von Acyl-CoA-Transferasen und A-Domänen über eine Thioesterbindung. 
Um eine aktivierte Aminosäure von einer A-Domäne aufnehmen zu können, muss ein Serinrest in 
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(19) modifiziert werden (siehe Abb. 5-29).
112
 Somit wird eine terminale Sulfhydrylgruppe gebildet, die 
als Akzeptor für die übertragene Aminosäure dient (siehe hierzu auch Kapitel 3.2.2). 
 
Abb. 5-29: Phosphopanthetheinylierung durch Phosphopanthetheinyltransferasen (PPTasen). Die PPTase 
überträgt eine 4´-Phosphopanthetheinylgruppe aus Coenzym A (19) auf ein Serin eines apo-
Peptidylcarrierproteins (PCP). Es entsteht ein holo-PCP mit einer terminalen –SH-Gruppe. 
hrmL wurde mittels PCR amplifiziert und  über die Restriktionsschnittstellen BamHI und HindIII 
sowohl in den Expressionsvektor  pHIS8 (pMC7) als auch in pHIS8-svp (pMC5) kloniert (siehe 
Kapitel 6.4.9.2). und in E. coli BL21(DE3) überexprimiert (siehe 6.5.2). In pHIS8-svp ist zusätzlich 
das Gen für die Phosphopanthetheinyltransferase Svp aus Streptomyces verticillus
241
 durch die 
Schnittstelle NotI insertiert.
242
 Zwar besitzt E. coli auch PPtasen, jedoch erhöht eine Phosphopanthe-
theinyltranferase aus einem verwandten Organismus die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen 
Modifikation. Die Ergebnisse der Expressionen und Aufreinigungen sind in Abbildung 5-30 a) und b) 
zu sehen.  
a)                                                                            b) 
  
Abb. 5-30: Heterologe Expression und Aufreinigung von HrmL aus a)  pHIS8 und  b) pHIS8svp (500 mL LB; 1 
mM IPTG). P=Pellet; D=Durchfluß; L=Lysat; M=Marker; W=Waschfraktion; 30, 50, 100, 150, 200, 250, 
300=Elutionsfraktionen mit x mM Imidazol. 




Wenn eine posttranslationale Phosphopanthetheinylierung stattfindet, erhöht sich die Masse des PCP 
um 339 Da. Dieser Betrag muß also zur Masse des Octahistidinyl-PCP addiert werden. Für das 
phosphopanthetheinylierte His8-HrmL ergibt sich somit insgesamt eine Proteinmasse von 12685 Da. 
Zur Massenbestimmung von Proteinen eignen sich mehrere massenspektrometrische Methoden. Die 
bevorzugte Methode ist ESI‐FT‐MS aufgrund der hohen Auflösung und Genauigkeit der Massen. Eine 
Alternative zur Detektion von Proteinen bietet die Ionisation per MALDI, die gewöhnlicherweise mit 
der „time of flight“‐Detektion kombiniert wird. Für kleine Proteine war die Detektion von 
Phosphopantetheinylierungen bereits möglich.
243,244
 Auch wurde dieses Messprinzip in der 
Arbeitsgruppe Piel durch Holger Niederkrüger bei der Detektion der Phosphopanthetheinylierung von 
Acylcarrierproteinen (ACPs) angewendet.
245 
Aus einer 500 mL-Kultur wurden die aufgereinigten Proteine aus pHIS8 und pHIS8svp  für eine 
MALDI-TOF-Messung (siehe 6.5.9) vorbereitet. Hierbei wurde vom Protokoll abgewichen und 
jeweils 20-30 min bei 6000 rpm zentrifugiert, da eine höhere Geschwindigkeit in diesem Schritt zu 
gemessenen Proteinmassen um 10 kDa führte (Daten nicht aufgeführt). Um eine Protein-
fragmentierung zu vermeiden, wurde daher die Zentrifugationsgeschwindigkeit erniedrigt. Die 
MALDI-TOF-Ergebnisse in den Abbildungen 5-31 und 5-32 zeigen, dass sowohl HrmL aus pHIS8 als 
auch HrmL aus pHIS8svp phosphopanthetheinyliert vorliegen.  
Tab. 5-5: Vergleich der gemessenen Massen für His8-HrmL und His8-HrmL+Svp mit der berechneten Masse für 
das 4´-phospopanthetheinylierte Protein. 










Abb. 5-31: MALDI-TOF-Messung von His8-HrmL aus pHIS8svp 
                                                                                                                      5 Ergebnisse und Diskussion 
63 
  
Die geringen Abweichungen von 4 bzw. 8 Da (siehe Tab. 5-5) sind bei dieser Messmethode und der 
Größe des Moleküls zu vernachlässigen. HrmL wird also offenbar von 4´-Phosphopanthetheinyl-
transferasen aus E. coli BL21(DE3) modifiziert. Die Coexpression von Svp ist für ein aktives HrmL in 
diesem Stamm nicht notwendig. Insgesamt konnte HrmL stabil heterolog exprimiert und isoliert 
werden. Die Beladung mit einem Phosphopanthetheinylrest, und damit die Aktivierung für 
Beladungsreaktionen (siehe Kapitel 5.3.3) konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden. 
 5.3.3 Beladung von HrmL mit Prolin 
Mit den exprimierten Enzymen HrmK (5.3.1) und dem 4´-phosphopanthetheinylierten HrmL (5.3.2) 
wurde nun versucht, die Generierung von Prolyl-HrmL (95) nachzuweisen. Solche Beladungsassays 
sind für mehrere Systeme, unter anderem Pyoluteorin (115) und Clorobiocin (99) erfolgreich 
durchgeführt worden.
203,204 
Aus 500 mL-Expressionen von HrmK und HrmL wurden die Elutionsfraktionen mit PD10-Säulen in 
50 mM Phosphatpuffer umgepuffert und aufkonzentriert (siehe 6.5.5). Der Beladungsassay wurde, wie 
in Abschnitt 6.6.4 beschrieben, durchgeführt. Anschließend wurden die Proteine entsalzt und mit 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie (siehe 6.5.9) analysiert (Abb. 5-32). Es ist zu erkennen, dass 
sowohl der Assay (obere Spur) als auch die Negativkontrolle ohne HrmK (untere Spur) ein Maximum 
bei m/z= 12681,0 bzw. 12681,5 besitzen, Diese Masse entspricht dem 4‘-phosphopanthetheinylierten 
His8-HrmL (12685 Da, vergleiche Tab. 5-5). Eine Masse von m/z= 12781, die dem Prolyl-HrmL (95) 
entspricht, konnte nicht detektiert werden.  
 
Abb. 5-32: MALDI-TOF-Ergebnisse des Beladungsassays von HrmL mit Prolin (94) (obere Spur). Untere Spur: 
Negativkontrolle ohne HrmK 




Die Beladung von HrmL mit Prolin hat also in diesem Assay nicht funktioniert. Mögliche Gründe 
hierfür sind in nicht optimalem pH-Wert, Temperatur oder Reaktionszeit oder in einer zu geringen 
Konzentration von HrmK zu suchen. Auch ist es möglich, dass HrmK während der Aufarbeitung seine 
Aktivität verloren hatte. Frühere in-vitro-Studien an Enzymen der Anatoxinbiosynthese haben gezeigt, 
dass das dort erzeugte Prolyl-PCP recht instabil ist, und eine Halbwertszeit von etwa 2 h bei 28 °C 
hat.
237
 Die massenspektrometrischen Messungen sollten also direkt im Anschluß an den Assay 
erfolgen. Außerdem kann bei der Aufkonzentrierung und Entsalzung in den Vivaspin-Zentrifugatoren 
der instabile Komplex möglicherweise zerfallen. 
    5.3.4 In vivo-Experimente zur Untersuchung der Funktion von HrmN 
N-hydroxylierte Pyrrole sind äußerst selten in der Natur anzufinden. Einige rare Beispiele sind das aus 
Streptomyces libani No. 6362 isolierte Anthrachinonpyronantibiotikum Chromoxymycin (111),
246-248
 
die Sugapyrrole A (112) und B (113) , aus Streptomyces sp. USF-6280
249
 und das Glycerinopyrin 
(114) aus Streptomyces violaceus (siehe Abb. 5-33).
250
 Über die Biosynthese der N-Hydroxygruppen 
ist nichts bekannt. Interessanterweise wird die Carboxypyrroleinheit nicht, wie zu erwarten wäre, aus 
Prolin (94) gebildet, sondern, wie Fütterungsstudien zeigten, aus Leucin.
251 
 
Abb. 5-33: Naturstoffe mit N-Hydroxypyrroleinheiten: Chromoxymycin (111), Sugapyrrol A (112) und B (113), 
Glycerinopyrin (114) 
Für das Thiopeptid Nocathiacin I, das eine N-Hydroxyindolyleinheit besitzt, wurde 2010 der 
Biosynthesegencluster isoliert.
252
 Es wurde postuliert, dass die N-Hydroxylierung hier durch ein P-
450-abhängiges Enzym katalysiert wird. Da im Hormaomycingencluster ein solches Enzym nicht 
kodiert ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass die N-Hydroxylierung auf anderem Wege stattfindet. Ein 
möglicher Kandidat hierfür ist HrmN. Bioinformatische Analysen für HrmN sagen eine Acyl-CoA-
Dehydrogenase Typ 2 voraus, die allerdings eine geringe Verwandtschaft zu den meisten 
charakterisierten  Acyl-CoA-Dehydrogenasen Typ 2 besitzt. Ein etwas entfernterer Verwandter (50% 
Sequenzähnlichkeit) ist eine Alkylresorcinolhydroxylase aus Actinoplanes missouriensis. Es scheint 
also möglich, dass HrmN diese N-Hydroxylierung, eine für diese Enzymfamilie bisher nicht 
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charakterisierte Reaktion, katalysiert. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde hrmN zusammen mit 
einer Promotorsequenz der Pyoluteorinbiosynthese exprimiert. Pyoluteorin (115) (Abb. 5-34) ist eine 
antifungal wirkende Substanz, die von einigen Pseudomonas-Arten produziert wird. Es besitzt unter 
anderem eine Dichlorpyrroleinheit, die der Chpca (93) im Hormaomycin (13) ähnelt. 
 
Abb. 5-34: Pyoluteorin (115) 
Die Biosynthese von 115 ist gut untersucht; 1999 wurde sein Biosynthesegencluster aus Pseudomonas 
fluorescens Pf-5 isoliert.
253
 Eine Vorstufe ist Prolin (94), das von der Acyl-CoA-Synthetase PltF 
aktiviert und an PltL, ein PCP gebunden wird.
203
 Am Prolyl-PltL (116) wird nun die weitere 
Biosynthese katalysiert. PltE, eine Acyl-CoA-Dehydrogenase dehydriert 116 zu Pyrrolyl-PltL (117)
203
 
und die FADH2-abhängige Halogenase PltA führt beide Chlorierungen durch.
238
 Die Biosynthese von 
117 im Hormaomycin ist aufgrund der bioinformatischen Zuordnung analog zur Pyoluteorin-
Biosynthese, nur katalysiert HrmQ im Gegensatz zu PltA nur eine Chlorierung.
239
 Abbildung 5-35 
verdeutlicht diese Analogien. 
Abb. 5-35: Analogien in der Hormaomycin- und Pyoluteorinbiosynthese. Prolin (94) wird von PltF bzw. HrmK 
aktiviert und an PltL bzw. HrmL kovalent gebunden (116 bzw. 95). Nach Oxidation zum Pyrrolyl-PltE (117) 
bzw. Pyrrolyl-HrmL (96) durch PltE bzw. HrmM (putativ) werden durch PltA zwei bzw. durch HrmQ ein Chlor 
an das Pyrrol addiert (118 bzw. 97). HrmN katalysiert dann putativ die N-Hydroxylierung von 97 zu 98. 
hrmN sollte nun heterolog im Pyoluterorinproduzenten Pseudomonas fluorescens Pf-5 exprimiert 
werden. Besitzt HrmN eine Hydroxylasefunktion, so könnte ein hydroxyliertes N-Hydroxy-
dichloropyrrolyl-PltL (119), und damit ein hydroxyliertes Pyoluteorin generiert werden, wie in 
Abbildung 5-36 dargestellt.  
 
Abb. 5-36: Kombinatorische Biosynthese in Pseudomonas fluorescens Pf-5. Nach der Biosynthese von 
Dichloropyrrolyl-PltA (118) (siehe Abb. 5-35) kommt es hypothetisch durch N-Hydroxylierung durch HrmN 
und zur Bildung von 119. 




Um eine zeitgleiche Transkription von hrmN mit den Biosynthesegenen des Pyoluteorins (115) zu 
gewährleisten, sollte eine Promotorsequenz aus dem Biosynthesegencluster des Pyoluteorins (115) vor 
hrmN kloniert werden. Es handelt sich hierbei um eine inverse Wiederholungssequenz TGTAA-N7-
TTACA, die eine Variante eines sogenannten Ebright-Box-Motiv darstellt (TNTNA-N7-TNANA).
253
 
Diese Promotersequenz ist 45 Basenpaare stromaufwärts vom positiven Regulatorgen pltR
254
 entfernt, 
das für einen transkriptionellen Aktivator der Familie der LysR-artigen Proteine kodiert.
255 
Aus der genomischen DNA von Pseudomonas fluorescens Pf-5 (siehe 6.4.2.2) wurde mittels 
spezifischer Primer (Promotor F/R) (Tab. 6-13)  eine 462 bp große Region amplifiziert, die die 
Promotorsequenz in 3´-5´-Richtung enthielt. Dieses Fragment wurde mittels TA-Klonierung (siehe 
Abschnitt 6.4.9.1) in pBluescript SK(+) eingefügt und ergab pMC12. hrmN wurde ebenso mit PCR 
amplifiziert und mittels TA-Klonierung in pGEM-Teasy eingefügt und ergab pMC9. Beide Fragmente 
sollten nun in den Expressionsvektor pME6041,
256
 der eine Kanamycinresistenzkassette besitzt, 
eingefügt werden. Wichtig für die Wahl des Expressionsplasmids war, dass es keinen konstitutiven 
Promotor enthält und für die heterologe Expression in Pseudomonaden geeignet ist. Das 
Expressionskonstrukt sollte den Promoter und hrmN in einer bestimmten Anordnung enthalten, da die 
Pyoluteorinpromotorsequenz im Gencluster in 3´-5´-Richtung kodiert ist, hrmN aber in 5´-3´-
Richtung. Die Plasmide pMC9 und pMC12 wurden sequenziert, um zu detektieren, in welcher 
Richtung das Insert eingebaut wurde, da sich dies beim T/A-Klonieren nicht voraussagen lässt. Die 
Promotersequenz wurde aus pMC12 mit EcoRI und SalI ausgeschnitten, hrmN aus pMC9 mit SalI und 
SphI. Beide Fragmente wurden gleichzeitig mit dem Expressionsplasmid pME6041 ligiert, das mit 
EcoRI und SphI linearisiert und dephosphoryliert war. Die Klonierung ergab pMC15 (siehe Abb. 5-
37). pMC15 wurde mittels Elektroporation in elektrokompetente Pseudomonas fluorescens Pf-5 
transformiert (siehe 6.3.4). Bei der Analyse der Transformation stellte sich heraus, dass Pseudomonas 
fluorescens Pf-5 eine natürliche Resistenz gegen Kanamycin besitzt. Vertreter der Art Pseudomonas 
fluorescens können einen Biofilm bilden können, der eine natürliche Antibiotikaresistenz hervoruft.
257
 
Trotz Selektion auf Kanamycin mußte daher die erfolgreiche Transformation des Plamids mit 
Kolonie-PCR (siehe 6.4.1.1) überprüft werden. Anschließend wurde Pseudomonas fluorescens Pf-5 
mit pMC15 (genannt MC15) bei 30 °C in KB-Medium (siehe 6.2.1) kultiviert. Als Negativkontrolle 
wurde Pseudomonas fluorescens Pf-5 mit dem leeren pME6041 verwendet. Das Kulturvolumen betrug 
50 mL. Nach vier verschiedenen Zeitpunkten (43 h, 51 h, 66 h und 76 h) wurden die Kulturen nach 
Sarniguet et al.
258
 (siehe 6.7.2) aufgearbeitet. Die erhaltenen Extrakte wurden mit HPLC (siehe 6.7.3) 
und HPLC-MS (siehe 6.7.4) analysiert. 




Abb. 5-37: Klonierungsschema für pMC15. Aus pMC9 wurde hrmN mit SalI und SphI ausgeschnitten, so wie 
der Pyoluteorinpromotor aus pMC12 mit EcoRI und SalI. Die ausgeschnittenen Fragmente wurden dann in 
pME6041, der mit EcoRI und SphI geschnitten war, ligiert und ergaben pMC15. 
Die Ergebnisse zeigen, dass nach 66 Stunden die Produktion von Pyoluteorin begonnen hat (siehe 
Abb. 5-48). In der HPLC-MS ist im Hauptpeak das charakteristische Massenspektrum von Pyoluteorin 
[M+H]
+
 zu sehen  (Abb. 5-39 a, b).  Ein hydroxyliertes Pyoluteorin (m/z: Pyoluteorin+16) konnte in 
diesen Experimenten nicht detektiert werden.  
 
Abb. 5-38: Vergleich der HPLC-Spuren (308 nm) der Extrakte von pMC15 nach 43 h (1), 51 h (2), 66 h (3), 76 h 
(4).  Die Produktion von Pyoluteorin (115) (TR= 21 min) beginnt nach 66 h. 








Abb. 5-39: a): Vergleich der UV-Spuren eines HPLC-MS-Experiments einer Expression von pMC15 in 
Pseudomonas fluorescens Pf-5 nach 76 h (gestrichelte Linie) mit pME6041 in Pseudomonas fluorescens Pf-5 
(durchgezogene Linie). b): Ausschnitt aus dem Massenspektrum der Peaks bei 33,3 min [Pyoluteorin (115)]. 
Eine mögliche Erklärung für das Scheitern der Experimente könnte in der fehlenden Expression von 
HrmN in pMC15 liegen. Die korrekte Transkription von hrmN könnte mit reverser Transkriptions-
PCR (RT-PCR) nachgewiesen werden, ebenso wie die notwendige Synchronisation der Transkription 
von hrmN und Pyoluteorinbiosynthesegenen. Außerdem kann das exprimierte HrmN eventuell das 
Dichloropyrrolyl-PCP (118) nicht hydroxylieren, da das zusätzliche Chloratom am Substrat das aktive 
Zentrum behindert. Es ist auch denkbar, dass ein ganz anderes Enzym aus dem Hormaomycin-
Gencluster oder aus dem Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 die N-Hydroxylierung  
katalysiert. Eine andere Möglichkeit, die Funktion von HrmN nachzuweisen, wäre die Erzeugung 
einer hrmN-Deletionsmutante in Streptomyces griseoflavus W-384. Wenn HrmN eine N-Hydroxylase 
ist, würde möglicherweise nicht mehr Hormaomycin (13), sondern nur ein Dehydroxyhormaomycin 
gebildet werden. 
 
 5.4  in vitro-Studien an der Hormaomycin-NRPS  
Die nichtribosomale Peptidsynthetase (NRPS) katalysiert die Kondensation von Aminosäuren zu 
Peptiden. Wie oben erwähnt, sind die Adenylierungsdomänen (A-Domänen) hauptsächlich 
verantwortlich für die Erkennung und den Einbau des richtigen Substrats (siehe Abschnitt 3.2.1). Im 
Rahmen dieser Studie sollten nun alle A-Domänen des Hormaomycins heterolog exprimiert und auf 
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ihre Substratspezifität getestet werden. Die Messung dieser Spezifitäten sollte in dieser Studie  mit 
einem nicht-radioaktiven Assay
109
 (siehe Abb. 5-52 und Abschnitt 6.6.1) mit Hilfe von [γ-18O4]-ATP 
(120) untersucht werden. Mit diesen Messungen kann die Genauigkeit bioinformatischer Voraussagen 
über die Substratpromiskuität überprüft werden. Darüber hinaus können die Ergebnisse Aufschluss 
über weitere mögliche Substrate geben, die von der NRPS akzeptiert und anstelle der nativen 
Substrate in Hormaomycin eingebaut werden können. Es ist auch möglich, dass die A-Domänen nicht 
die fertigen Peptidbausteine einbauen, sondern deren biogenetische Vorstufen. In diesem Fall würden 
diese dann an das PCP gebunden und dort durch weitere Biosyntheseenzyme zu den finalen 




Die heterologe Expression der A-Domänen und Versuche zur Stabilität der Proteine sind in Abschnitt 
5.4.1 gezeigt. Außerdem wird die Coexpression der A-Domänen mit dem MbtH-artigen Protein HrmR 
beschrieben. Weiterhin sollten auf  Basis von Sequenzvergleichen der A-Domänen rekombinante A-
Domänen konstruiert, exprimiert und charakterisiert werden. Dies ist in den Kapiteln 5.4.2 und 5.4.3 
dargestellt. Die finale Aufreinigung mit FPLC und die massenspektrometrische Charakterisierung aller 
exprimierten A-Domänen ist in Abschnitt 5.4.4 dargestellt.   
  5.4.1 Heterologe Expression der Hormaomycin-A-Domänen und Coexpression mit  HrmR              
Die Hormaomycin-NRPS besteht aus 2 open reading frames (ORFs) hrmO und hrmP, die sich aus 
sieben Modulen zusammensetzen (hrmO1-hrmO4, hrmP1-hrmP3) (vgl. Abb. 3-22). Zunächst wurde 
ein Sequenzvergleich (Alignment) mit anderen funktionellen Adenylierungsdomänen durchgeführt, 
um Anfang und Ende der Domäne bestimmen zu können (siehe Abb. 9-9). Die codierenden Sequenzen 
aller sieben A-Domänen der einzelnen Module wurden in Vorarbeiten von Denise Hissa und Katrin 
Zimmermann mit PCR (siehe 6.4.1) amplifiziert und über TA-Klonierung (6.4.9.1) in pBluescript 
SK(+) (hrmO1A-O4A) bzw. pGEM-T easy (hrmP1A-P3A) eingefügt. Die Konstrukte wurden als pDC1-
pDC7 bezeichnet (siehe Tab. 6-18).  
Die A-Domänen wurden über die Restriktionsschnittstellen EcoR1 und HindIII in den 
Expressionsvektor pHIS8 kloniert. Bei der A-Domäne von hrmP2 befand sich eine Schnittstelle für 
EcoR1 im Genabschnitt. Deswegen wurde für das Insert stattdessen MfeI als Restriktionsenzym 
ausgewählt. Es entstanden pMC17-pMC23 (siehe Tab. 6-19). Die Proteine wurden in E. coli 
BL21(DE3) überexprimiert (siehe 6.5.2) und über den N-terminalen Octahistidinyltag mit Ni-NTA-
Affinitätschromatographie aufgereinigt (siehe Abschnitt 6.5.4). Alle A-Domänen konnten in 
Testexpressionen als lösliche Proteine isoliert werden. Beispielhaft ist in Abb. 5-40 ein SDS-PAGE-
Gelbild der heterologen Expression und Aufreinigung von  HrmP1A gezeigt. 





Abb. 5-40: SDS-PAGE-Gel (12%) einer Expression von HrmP1A in1 L LB (16 °C, 1 mM IPTG). M=Marker; 
W=Waschfraktion in Lysispuffer; 30-300: Elutionfraktionen in x mM Imidazol 
 
Um sicherzustellen, dass die isolierten Proteine auch tatsächlich die His8-A-Domänen sind, wurde die 
HrmO3A massenspektrometrisch mit MALDI-TOF-MS untersucht (siehe 6.5.9). Abbildung 5-41 zeigt 
das Ergebnis (59190 Da). Die theoretische Masse von His8-O3A beträgt 59323 Da. Eine Abweichung 
von 162 Da (0,3%) ist bei diesem Messverfahren und bei dieser Molekülgröße als vernachlässigbar 
anzusehen. Es ist also davon auszugehen, dass das richtige Protein exprimiert und isoliert wurde. Eine 
Übersicht über die exprimierten His8-Adenylierungsdomänen gibt Tabelle 5-6. 
 
Abb. 5-41: MALDI-TOF-Analyse von His8-HrmO3A 
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Um einen geeigneten Puffer für die Lagerung und den Aktivitätsassay zu finden, wurde ein Puffer-
Stabilitätstest durchgeführt. Dazu wurde die Elutionsfraktion einer 1 L-Expression von HrmO3A in 
sechs gleiche Volumenanteile geteilt und über PD-10-Säulen (siehe 6.5.5) in unterschiedliche Puffer 
überführt. Die Proteine wurden über Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen und am nächsten Tag 
wurde 10 min bei 15000 g zentrifugiert, um das präzipitierte Protein abzutrennen. Der Überstand 
wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefäß überführt und TCA-präzipitiert (siehe 6.5.6). Das 
Präzipitat wurde mit SDS-PAGE (siehe 6.5.7) analysiert. In Abbildung 5-42 ist zu erkennen, dass die 
Bande des Zielproteins (ca. 60 kDa) in 100 mM Phosphat-Puffer pH 8 (Puffer 6) am stärksten ist. Die 
Ergebnisse des Bradfordtests (6.5.8.1) stimmen damit überein (vgl. Tabelle 5-7). Auch hier ist die 
Proteinkonzentration in Puffer 6 am höchsten. Das Protein zeigte also in Puffer 6 die größte Stabilität. 
Die A-Domänen wurden für alle folgenden Assays und Lagerungen in diesen Puffer überführt. 




Abb. 5-42: SDS-PAGE-Gel (12%) einer Expression von HrmO3A in 1 L LB, (16 °C, 1 mM IPTG) 
Elutionsfraktion in 6 verschiedenen Puffern nach dem Stabilitätstest (1: 100 mM Tris pH 7; 2: 100 mM Tris pH 
7,5; 3: 100 mM Tris pH 8; 4: 100 mM Phosphat pH 7; 5, 5d: 100 mM Phosphat pH 7,5; 6: 100 mM Phosphat pH 
8; M:Marker). 
 
A-Domäne Länge der  
Aminosäuresequenz [AS] 



























Tab. 5-7: Proteinkonzentrationen von HrmO3A (1 L) in 6 verschiedenen Puffern nach dem Stabilitätstest 
Puffer Proteinkonzentration 
1: 100 mM Tris pH 7 
2: 100 mM Tris pH 7,5 
3: 100 mM Tris pH 8 
4: 100 mM Phosphat pH 7 
5: 100 mM Phosphat pH 7,5 
6: 100 mM Phosphat pH 8 
282 µg/mL 






Für die präparative Expression der A-Domänen wurden standardmäßig Kulturen in 500 mL TB-
Medium (6.2.1) angesetzt und die Proteinexpression mit 0.5 mM IPTG induziert. Dieses Medium 
lieferte eine höhere Ausbeute an löslichem Zielprotein (Daten nicht aufgeführt). Das geringere 
Kulturvolumen reduzierte die Anzahl der coeluierten Hintergrundproteine aus E. coli. Die 
Proteinexpression fand dann bei 16 °C über Nacht statt. Nach Aufreinigung der Expression über Ni-
NTA-Affinitätschromatographie (siehe Abschnitt 6.5.4) wurde die Elutionsfraktion mit dem höchsten 
Proteingehalt über PD10-Säulen in den Assaypuffer eluiert und mit Vivaspin-Zentrifugatoren (30K 
MWCO) (siehe 6.5.5) konzentriert. Das Volumen der Waschschritte mit Lysepuffer und Waschpuffer 
(siehe 6.2.2) wurde auf 20 mL erhöht. Dies reduzierte die Konzentration an unspezifisch an die Ni-
NTA-Agarose gebundenen Kontaminationsproteinen (vergleiche die Abbildungen  5-43  a und b). Das 
konzentrierte, entsalzte Protein wurde mit 1 mM Dithiothreitol (DTT) versetzt, um die Ausbildung 
unerwünschter Disulfidbrücken und Dimerisierung zu verhindern. 
Seit kurzem ist bekannt, dass Coexpressionen von MbtH-artigen Proteinen mit Teilen von NRPS (A-
T, C-A-T) letztere Enzyme in vitro aktivieren können.
152,153
 Diese kleinen Proteine befinden sich in 
vielen Genclustern von nichtribosomalen Peptiden. Eine ausführliche Darstellung hierzu befindet sich 
in Kapitel 3.2.4. Auch im Hormaomycingencluster ist ein solches MbtH-artiges Protein, HrmR, 
kodiert. Es umfasst 72 Aminosäuren und ist nur durch einen ORF, HrmQ, von der NRPS getrennt. Das 
Gen hrmR wurde mit spezifischen Primern (siehe Tab. 6-10) mit PCR amplifiziert. Über die 
Schnittstellen NdeI und XhoI wurde das gereinigte PCR-Produkt dann in den Coexpressionvektor 
pCDF-DUET kloniert und ergab pMC10. pMC10 wurde dann mit allen Hormaomycin-A-Domänen 
(und HrmK; siehe Kapitel 5.3.1)  in E. coli BL21(DE3) cotransformiert. Über die doppelte Selektion 
mit Kanamycin (pMC17-pMC23) und Streptomycin (pMC10) wurden Stämme erhalten (MC26-
MC32, siehe Tab. 6-20), die A-Domäne und HrmR enthielten. Diese Coexpression fand auch hier bei 
16 °C und mit einer Induktion durch 0,5 mM IPTG statt. Anschließend wurden die Proteine ebenso 
über Ni-NTA-Affinitätschromatographie (siehe 6.5.4) aufgereinigt. In publizierten Coexpressions-
studien von A-Domänen und anderen MbtH-artigen Proteinen
152,153
  wurde das MbtH-artige Protein 
mit der A-Domäne coeluiert, was auf eine Interaktion mit der A-Domäne hindeutet. Für die A-
Domänen dieser Komplexe konnte in vitro Aktivität nachgewiesen werden. In Abbildung 5-43 a) und 
b) sind zwei Beispiele einer heterologen Coexpression dargestellt. 5-43 a) zeigt die Coexpression von 
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MC30 (HrmO2A und HrmR). Es sind in der Elutionsfraktion Hintergrundbanden zu erkennen, die 
Fraktion ist nicht rein. 5-43 b) zeigt die Coexpression von MC28 (HrmP3A und HrmR). Auch hier ist 
HrmR in der Elutionsfraktion zu sehen. Hier wurden die Zielproteine in größerer Reinheit erhalten.  
 
Abb. 5-43: SDS-PAGE-Gel (15%, Tricin) einer Coexpression und Aufreinigung von a) HrmO2A/HrmR  b) 
HrmP3A/HrmR in E. coli BL21(DE3)  (jeweils 500 mL TB, 0,5 mM IPTG, 16 °C).  M=Marker; P=Pellet; 
L=Lysat; D=Durchfluß; W1/W2=Waschfraktionen mit 10 mM bzw. 40 mM Imidazol; E=Elution mit 250 mM 
Imidazol; EK=Konzentration der Elution mit Vivaspin 30K MWCO. 
Die massenspektrometrische Charakterisierung und weitere Aufreinigung der exprimierten A-
Domänen mit HrmR wird in Abschnitt 5.4.4 beschrieben. 
    5.4.2 Konstruktion, Expression und Charakterisierung fusionierter A-Domänen 
Während der Evolution ist es in vielen Fällen zur horizontalem Transfer und Rekombination von 
DNA-Abschnitten gekommen. Diese Ereignisse haben im Bereich der Biosynthese von 
Sekundärmetaboliten zu neuen Genclustern geführt. Einige Austausche lassen sich beim direkten 
Vergleich von Genclustern für Metaboliten mit ähnlichen Strukturen beobachten.
105,107,174,175
 Einige 
Beispiele sind in den Abschnitten 3.2.1 und 3.3.2 bereits erläutert worden. Ein ähnliches Phänomen 
konnte auch in der Hormaomycin-NRPS beobachtet werden. 
Ein Sequenzvergleich (Alignment) der A-Domänen der Hormaomycin-NRPS zeigt, dass viele A-
Domänen, obwohl sie sehr unterschiedliche Aminosäuren aktivieren, eine erstaunliche 
Sequenzähnlichkeit besitzen. Die A-Domänen der Module HrmO1, HrmO4 [Spezifität jeweils (3-
Ncp)Ala (27)] und der Module HrmO3, HrmP1 [Spezifität jeweils (β-Me)Phe (31)] besitzen am  N-
Terminus und am C-Terminus große Abschnitte mit Sequenzübereinstimmung (Aminosäuren 1-200 
und 320-550). In der Mitte der Proteinsequenz unterscheiden sich die A-Domänen dagegen 
signifikant. Abbildung 5-44 visualisiert diese Beobachtung durch einen Ähnlichkeitsplot der A-
Domänen von HrmO1, O3, O4 und P1. Die A-Domänen HrmO3A und HrmO4A haben eine 
Sequenzübereinstimmung von 77% (Abb. 5-45). Während der N-terminale Teil (Aminosäuren 1-200) 
zu 96% übereinstimmt, hat der C-terminale Teil (Aminosäuren 320-542 in O3A) eine 
Sequenzübereinstimmung von immerhin 80%. Im zentralen Teil stimmen die Aminosäuren dagegen 
nur zu 36% überein. Diese Beobachtung legt die Hypothese nahe, dass dieser zentrale Abschnitt des 




Proteins allein für die Substratauswahl verantwortlich ist und es im Laufe der Evolution zu einem 
rekombinatorischen Austausch der zentralen, kodierenden DNA-Abschnitte gekommen ist. 
 
Abb. 5-44: Ähnlichkeitsplot von Hrm O1A,O3A,O4A und P1A erstellt mit dem Programm Vector NTI. Die Höhe 
der blauen Fläche gibt den Grad der Sequenzähnlichkeit an. 
             10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
O3  GRLDVVTAAERSLVLERWNDSAAVVEGLTFPELFEEWVARAPESVAVVCGDIELSYAELNARANRLARLLVGRGVGPESVVALVLPRSVDFVVGMLAVLK  
O4  LNLDIVTAAERSLVLERWNDSAAVVEGLTFPELFERWVARAPESVAVVCGDIELSYAELNARANRLARLLVGRGVGPESVVALVLPRSVEFVVGMLGVLK  
 
            110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
O3  AGGAYVPVDPEYPRERVAFMFGDARPVCAVTTTQYADVVPEGVDALTLDVPETVSALSRMSERDVSDGERLSVLSLGSPAYVIYTSGSTGRPKGVVVSHS  
O4  AGGAYVPVDPEYPRERVAFMFGDARPVCAVTTTEYADVVPDGVDALALDVPETVSALSRMSERDVSDGERLSVLSLGSPAYVIYTSGSTGRPKGVVVSHA  
 
            210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
O3  GVASLVATFGGVFGAGPGCGVLQFASPGFDASVWDVCMALLTGGRLVLVPAGGEGFAAGGELARLVTVSGVSHVTLPPALLPSLPVEEFPSGLVMTVAGD  
O4  GLGNLVASAVDRWGTGPDSRVLQFSSPSYDPVVIEMCAAFGALGTLVVPDRGP---LVGEVLAGVLREGRVSHAVIPPSVLGTVEVVDFPDFVTVVAGGE  
 
            310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
O3  SCPPEVIGRWARGRRLLHVYGATEVTAACTVGGPMT-GEVHPSVGRPMVNARVYVLDAALRPVPPGVAGEIYVAGPGLARGYLGRAGLTAGRFVADPFGA  
O4  ACTVDVLRRWAPGRRLLNGYGPTEVTVACVTSGPADPGEGLPPIGRPFFNTRVYILDAALRLVPPGVAGELYVAGVGVARGYLGRAGLTAGRFVADPFGA  
 
            410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
O3  AGERMYRTGDRGRWRADGELDFLGRVDGQVKIRGFRIEPGEVEGVLAGHPSVARVAVVVREDRPGDRRLVAYVVPADGPGEGLEELLGEHAARVLPDYMV  
O4  AGERMYRTGDRGRWRGDGQIEFLGRVDEQVKIRGFRIEPGEVEEVLAGHEAVARVAVVVREDRPGDRRLVAYVVPETGGAAGLAGALREHARGVLPDYLV  
            510       520       530       540    
    ....|....|....|....|....|....|....|....|... 
O3  PAAVVVLDALPLNVNGKLDRPALPVPDYAALVSSRGPRTPREE  
O4  PAAFVMLDALPLNPNGKLDRPALPVPDYAALVSGRGPRTPQEE  
 
Abb. 5-45: Aminosäurenalignment von HrmO3A (obere Reihe) und HrmO4A (untere Reihe) erstellt mit dem 
Programm Bioedit. Übereinstimmende Aminosäuren sind rot markiert. Der gelb markierte Bereich  markiert den 
in dieser Studie ausgetauschten Sequenzbereich. 
Um diese Hypothese experimentell zu überprüfen, wurden rekombinante A-Domänen erzeugt. Alle 
sollten die gleichen Randabschnitte (Aminosäuren 1-199 und 320-542) von HrmO3A besitzen. Die 
Fusion sollte nach dem Motiv VVVSH (AS 195-199) und vor dem Motiv YGATE (AS 320-324) in 
HrmO3A stattfinden (vergleiche Abb. 5-45). Aus fünf verschiedenen A-Domänen wurden auf Basis 
eines Sequenzalignments (Abb. 9-9) die zentralen Abschnitte eingebaut. Aus der Hormaomycin-NRPS 
wurde HrmO4A als am nächsten verwandte Domäne [Spezifität (3-Ncp)Ala (27)], und zwei etwas 
weiter enternt verwandte A-Domänen, HrmO2A (Spezifität Threonin) und HrmP2A (Spezifität 
Isoleucin/Valin) ausgewählt. Außerdem wurden A-Domänen aus der NRPS des Antibiotikums CDA 
(20), CdaPSIA5A (Spezifität Asparaginsäure) und CdaPSIH6A (Spezifität Hydroxyphenylglycin) aus 
Streptomyces coelicolor A3(2) ausgewählt (vgl. Abb. 3-16). Mit spezifischen Primern (siehe Tab. 6-
12) wurden zunächst die DNA-Abschnitte der A-Domänen, die fusioniert werden sollten, amplifiziert 
(Tab. 5-8).  
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Tab. 5-8: Übersicht über die mit PCR erzeugten Fragmente für die fusionierten A-Domänen 
Mit PCR erzeugte  
DNA-Fragmente 











HrmO3A     1-199 
HrmO3A  320-542 
HrmO2A  199-329 
HrmO4A  200-316 
HrmP2A   198-319 
CdaO5A   182-291 









Die Fragmente wurden mit einem PCR-Kit aufgereinigt (siehe 6.4.1.4). Anschließend wurden immer 
drei DNA-Fragmente mit einer nach Szewczyk et al.
261
 abgewandelten Methode der Fusions-PCR 
(siehe 6.4.1.2) zu einem neuen A-Domänen-Fragment fusioniert und amplifiziert (vgl. Abb. 5-46). 
 
Abb. 5-46: Schema der Konstruktion der fusionierten A-Domänen. Zentrale Teile aus verschiedenen A-
Domänen (O4, O2, P2, A5, H6) wurden mit einem N-terminalen (O3L) und einem C-terminalen Teil (O3R) aus 
HrmO3A über Fusions-PCR (Abschnitt 6.4.1.2) zu rekombinanten A-Domänen fusioniert. 
 
 
Abb. 5-47: Agarosegel (1%) der mit Fusions-PCR erzeugten, künstlichen A-Domänen-DNA-Abschnitte O2fA, 
O4fA, P2fA, A5fA, H6fA. M=Marker 
Dabei wurde für jede neue Domäne immer der 5´-und der 3´-Abschnitt von HrmO3A (O3L/O3R) mit 
einem Insert, dem zentralen DNA-Abschnitt einer anderen A-Domäne, kombiniert. Wichtig für die 




spezifische Amplifikation waren sogenannte „nested primer“, die identisch mit einem DNA-Abschnitt 
am 5´-Ende (O3L) und am 3´-Ende (O3R) des zu fusionierenden DNA-Abschnitts sind. Diese wurden 
dem PCR-Ansatz hinzugefügt. Die fusionierten Fragmente konnten ohne nennenswerte PCR-
Nebenprodukte erzeugt werden (siehe Abb. 5-47). 
Die fusionierten PCR-Produkte wurden wieder und über TA-Klonierung in pGEM-Teasy subkloniert. 
Nach Sequenzierung und positivem Sequenzabgleich wurden die fusionierten A-Domänen über EcoRI 
und HindIII in den Expressionsverktor pHIS8 kloniert und ergaben die Plasmide pMC 34-37 und 
pMC41 (siehe Tab. 6-19). Diese Plasmide wurden wiederum zusammen mit pMC10, das das MbtH-
artige Protein HrmR beinhaltete (siehe Abschnitt 5.4.1), in E. coli BL21(DE3) transformiert und 
doppelt selektioniert. Es entstanden die Stämme MC38-40 und 42-43 (siehe Tab. 6-20). In diesen 
Stämmen fand die Coexpression von fusionierter A-Domäne und HrmR analog zu den nativen 
Domänen statt (siehe Abschnitt 5.4.1). Eine Übersicht über die exprimierten Fusionsproteine zeigt 
Tabelle 5-9.  































Abbildung 5-48 gibt eine Übersicht über alle exprimierten A-Domänen mit HrmR. Bis auf die 
freistehende A-Domäne HrmK (siehe Abschnitt 5.3.1) wurde überall HrmR coeluiert. Um das 
Verhältnis der Komponenten des eluierten Komplexes zu bestimmen, wurden im 
Geldokumentationssystem die Flächen der Proteinbanden bestimmt. Mit Hilfe der auf dem gleichen 
Gel erstellten Eichgerade (siehe Abb. 6-2) konnten die Konzentrationen der eluierten und 
aufkonzentrierten A-Domänen bestimmt werden (Tab. 5-10). Die A-Domänen liegen in einem Bereich 
von ca. 8-17 µM. Das ist ausreichend, um den [γ-18O4]-ATP-Assay durchzuführen. Die fusionierten A-
Domänen ließen sich stabil exprimieren und in ähnlichen Ausbeuten erhalten wie die nativen. Eine 
direkte Konzentrationsbestimmung für HrmR war mit der gewählten Methode nicht möglich. Über das 
Verhältnis der Peakflächen von A-Domäne und HrmR ließ sich im Zusammenhang mit dem 
Massenverhältnis der Proteine ein stöchiometrisches Verhältnis der eluierten Proteine bestimmen. Das 
Verhältnis liegt in allen Fällen ungefähr bei 1:1. Dieses Ergebnis stimmt mit den in der Literatur 
beschriebenen Verhältnissen bei Coelutionen von A-Domänen und MbtH-artigen Proteinen 
überein.
152,155
 Es ist außerdem zu erkennen, dass in den Elutionsfraktionen neben den eluierten A-
Domänen und HrmR weitere Proteine aus E. coli durch unspezifische Bindungen coeluiert wurden. 
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Diese können das Messergebnis beeinflussen (siehe 5.4.3). Die A-Domänen mit den zentralen Teilen 
aus S. coelicolor, A5fA und H6fA, wurden zusätzlich mit dem MbtH-artigen Protein aus dem CDA-
Gencluster, CdaX coexprimiert. Dieses wurde, analog zu HrmR (siehe oben) amplifiziert und in 
pCDF-DUET kloniert (pMC66). Dieses Konstrukt wurde dann mit pMC37 und pMC41 
cotransformiert, um die Coexpressionsstämme MC68 und MC69 (siehe Tab. 6-20) zu erhalten. Mit 
diesen Stämmen wurden ebenso Coexpressionen durchgeführt. Bei der Coelution mit A5fA und CdaX 
kommt es ebenfalls zu einer Coelution im Verhältnis von ungefähr 1:1 (Bande A5x in Abb. 5-48). 
 
Abb. 5-48: Übersicht über die isolierten nativen und fusionierten A-Domänen HrmK, HrmO1A, HrmO3A, 
HrmO4A, HrmP1A, HrmP2A, O2fA, O4fA, P2fA, A5fA, H6fA, jeweils coeluiert mit HrmR. A5fx zeigt eine 
Coelution von A5fA mit CdaX. M=Marker  
Tab. 5-10: Übersicht über die in Abbildung 5-50 durch SDS-PAGE-Absorptionsmessung ermittelten 
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In-vitro-Studien von MbtH-artigen Proteinen haben gezeigt, dass auch separat exprimiertes MbtH-
Protein in der Lage ist, in vitro A-Domänen zu aktivieren, wenn auch in schwächerem Maße, als wenn 
es coexprimiert wird (siehe auch 3.2.4).
152,155
 Um die Wahrscheinlichkeit der Aktivität der fusionierten 
A-Domänen zu erhöhen, wurden hrmR und cdaX  zur separaten heterologen Expression über die 
Schnittstellen NdeI und XhoI in den Expressionsvektor pET28b kloniert und  ergaben pMC46 und 
pMC65. Die Proteine wurden in E. coli BL21(DE3) exprimiert und über einen N-terminalen 
Hexahistidinyltag aufgereinigt (siehe Abb. 5-49). Die Protein wurden entsalzt (siehe 6.5.5) und in 
flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. (siehe 6.5.11). Bei Bedarf konnten die Proteine 
dem A-Domänen-Assay zugegeben werden.  
a) b)  
Abb. 5-49: SDS-PAGE-Gel (15%, Tricin) einer Expression von a) His6HrmR und b) His6CdaX (jeweils 500 mL 
2xYT, 16 °C, 1 mM IPTG). Fraktionen: P=Pellet, L=Lysat; D=Durchlauf; W1/W2= Waschfraktionen mit 10 
mM/40 mM Imidazol; M=Marker; E=Elutionsfraktionen mit 250 mM Imidazol. 
 
  5.4.3 Modellierung der fusionierten A-Domänen nach PheA 
Um die neu erzeugten Enzyme weiter zu charakterisieren, wurden Modellierungsstudien mit dem 
Programm I-TASSER
262,263
 durchgeführt. Dieser Algorithmus modelliert Proteinsequenzen mit 
unbekannter Struktur nach ihren nächsten Homologen, deren Struktur aufgeklärt ist. Für A-Domänen 
ist diese Berechnung recht zuverlässig, da gezeigt wurde, dass alle bisher kristallisierten A-Domänen 
eine ähnliche Tertiärstruktur besitzen.
95
 Die erzeugten A-Domänen wurden nach der Kristallstruktur 
von PheA
94
 (siehe Abschnitt 3.2.1) modelliert. Ein Ausschnitt aus der modellierten Sekundärstruktur 
von O2fA ist in Abbildung 5-50 aufgeführt. Es ist zu erkennen, dass an den Fusionsstellen (200, 330) 
keine organisierte Sekundärstruktur (β-Faltblatt=S; α-Helix=H) vorliegt. Das unterstützt die 
Möglichkeit eines funktionsfähigen, aktiven Fusionsproteins. 
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   180                 200                 ...  320                 340          
     |                   |                 ...    |                   |          
SLGSPAYVIYTSGSTGRPKGVVVSHRNVVRLFAATAPSFAFSD...WYERHPDGAPTLVNMYGATEVTAACTVGGPMTGE 
CCCCCSSSSSCCCCCCCCCSSSSCCHHHHHHHHHHHHHCCCCC...HHHHCCCCCCSSSSCCCCCCCSSSSSSSSCCCCC 
Abb. 5-50: Ausschnitt aus der von I-TASSER
262
 vorhergesagten Sekundärstruktur von O2fA. Obere Reihe: die 
Position der Aminosäuren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten und gelb hinterlegten Aminosäuren 
sind Teil von HrmO2A, die nicht markierten Teil von HrmO3A. Untere Reihe: C=ungeordnete Struktur (coil), 
S=β-Faltblatt (sheet), H=α-Helix. 
Für die anderen neu erzeugten Proteine wurden analoge Sekundärstrukturen vorhergesagt. Auch  hier 
lag an den Fusionsstellen keine organisierte Sekundärstruktur vor. Auch die Tertiärstukturen der neu 
erzeugten Proteine wurden mit I-TASSER nach PheA modelliert. Das generierte Modell einer 
Tertiärstruktur von O2fA ist in Abbildung 5-51 gezeigt (vergleiche für die anderen A-Domänen Abb. 
9-10 - 9-17). 
 
Abb. 5-51: Mit I-TASSER
262
 durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von O2fA .Teile 
von O2A sind gelb markiert, Teile von O3A weiß markiert. 
In der modellierten Struktur ist zu sehen, dass der ausgetauschte Teil der Domäne (gelb markiert) in 
der Tertiärstruktur einen zentralen, kompakten Teil des Proteins ausmacht. Im Zentrum der 
modellierten Struktur ist das aktive Zentrum zu sehen; es ist der Tunnel zu erkennen, in dem das 
Substrat gebunden wird. Der ausgetauschte Teil macht einen Großteil der Bindetasche aus. Die 
Modellierung lieferte außerdem noch sogenannte C-Scores und TM-Scores, Qualitätsparameter für die 
modellierten Proteine. Beide sind ein Maß für die Qualität der Vorhersage und korrelieren stark 
miteinander.
262
 Der C-Score sagt etwas über die Strukturdichte des erzeugten Modells aus, und sollte 
in den erzeugten Modellen über -1,5 liegen. Der TM-Score ist ein ist ein Gesamtparameter für die 




Qualität des Modells und liegt bei guten Korrelationen mit dem Homolog über 0,5. In Tabelle 5-11 
sind die von I-TASSER errechneten Scores aufgeführt. Alle Werte für die fusionierten Domänen 
liegen in einem ähnlichen Bereich, der von I-TASSER als sehr gute Qualität des Modells eingeschätzt 
wird.
262
 Der Vergleich der Modelle mit dem der nativen A-Domäne HrmO3A zeigt, dass C-Score und 
TM-Score fast die gleichen Werte besitzen. C-Score und TM-Score für His8P2fA liegen signifikant 
höher als die der anderen Domänen, das ist aus der Tatsache zu begründen, dass hier als einziges die 
Proteinsequenz mit Histidinyltag modelliert wurde. Diese ist naturgemäß ähnlicher als die nativen 
Proteine zu PheA, das auch mit Histidinyltag kristallisiert wurde.
94 
 
Tab. 5-11: Mit I-TASSER
262,263
 erstellte C-Scores und TM-Scores für HrmO3A und die fusionierten A-Domänen. 




















Die Ergebnisse der Modellierungen liefern somit weitere Anhaltspunkte, dass durch den Austausch 
des zentralen Teils von HrmO3A die Ausbildung der Tertiärstruktur der A-Domänen nicht 
beeinträchtigt wird.  
 
  5.4.4 Massenspektrometrische Charakterisierung der nativen und fusionierten A-Domänen 
Alle isolierten A-Domänen aus den Abschnitten 5.4.1 und 5.4.2 sollten nun in einem 
massenspektrometrisch basierten Aktivitätsassay
109
 (siehe 6.6.1) auf ihre Aktivität und Selektivität 
getestet werden. Dieser Assay basiert auf dem Austausch von ATP, das am terminalen Phosphat mit 
schwerem Sauerstoff (
18
O) markiert ist ([γ-18O4]-ATP [120])  und 
16
O4-Pyrophosphat (121), das im 
Überschuss hinzugegeben wird. Wenn nun ein Austausch durch die A-Domäne stattfindet, ensteht ein 
Gleichgewicht zwischen dem [γ-18O4]-ATP (120) (m/z=514), des Aminoacyl-AMP (122) und ATP  
(123) (m/z=506) durch einen Austausch des 
16
O4-Pyrophosphat (121) (vgl. Abb. 5-52). Je mehr von 
der zugegebenen Aminosäure aktiviert wurde, desto stärker liegt das Reaktionsgleichgewicht auf der 
Seite des ATP, d.h. umso größer ist der Peak bei m/z=506 relativ zum Peak bei m/z=514 im 
Massenspektrum. Der Grad des Austauschs, und damit die Präferenz für verschiedene Substrate, lässt 
sich so massenspektrometrisch für die A-Domänen bestimmen.  




Abb. 5-52: Der Austausch von γ-18O4-ATP (120) in ATP (123) in Gegenwart eines Überschusses von 
Pyrophosphat (121) durch die A-Domäne.
109
 Dieses Reaktionsgleichgewicht wird beim in dieser Arbeit 
verwendeten  [γ-18O4]-ATP-Assay ausgenutzt. 
Das Ergebnis eines erfolgreichen [γ-18O4]-ATP-Assays zeigen die Abbildungen 5-53 und 5-54. 
HrmP1A wurde mit verschiedenen Aminosäuren inkubiert. β-Methylphenylalanin (31) wird von der A-
Domäne am stärksten adenyliert, allerdings ist der Umsatz in diesem Falle eher als moderat 
einzuschätzen (12,4% Aktivierung). Auch scheinen die anderen Aktivitäten keinem bestimmten 
Muster zu folgen. Alle weiteren Versuche, die Aktivität der NRPS-A-Domänen zu bestimmen, 
schlugen fehl. Es wurde keine Aminosäure in signifikanten Maße (>4%) umgesetzt (Daten hier nicht 
aufgeführt).   
 
Abb. 5-53: MALDI-TOF-Ergebnisse der Umsetzung von HrmP1A  mit verschiedenen Aminosäuren im [γ-
18
O4]-
ATP-Assay (vgl. Abb. 5-54, Tab. 9-2) 





Abb. 5-54: Aktivierung von verschiedenen Aminosäuren durch HrmP1A im [γ-
18
O4]-ATP-Assay (vgl. Abb. 5-53, 
Tab. 9-2) 
Die Coexpression mit HrmR führte dagegen in vitro zu aktiven A-Domänen. Hier konnte für alle 
Hormaomycin-A-Domänen eine Aminosäurenaktivierung für das präferierte Substrat von mehr als 
20% detektiert werden. Als essentiell für die Aktivität der Enzyme erwies sich die Zugabe von 1 mM 
Dithiothreitol (DTT) zum Assay. Die Messergebnisse der Hormaomycin-A-Domänen mir HrmR und 
der fusionierten A-Domänen mit HrmR werden in den folgenden Abschnitten dargestellt und 
diskutiert. 
(β-Me)Phe-aktivierende A-Domänen 
Die A-Domänen HrmO3A und HrmP1A ähneln sich auf sequenzieller Ebene sehr stark (95% Identität 
der Aminosäuren). Der nichtribosomale Code für beide Domänen ist der gleiche (siehe Tab. 3-3). 
HrmP1A ist die einzige A-Domäne der Hormaomycin-NRPS, die in vitro auch ohne coexprimiertes 
HrmR, wenn auch verringert, eine Aktivität besitzt (siehe Abb. 5-54). Mit HrmR wurden für HrmP1 
dagegen fast quantitative Umsetzungen (bis zu 96%)  des  erwarteten Substrats (β-Me)Phe (31) 
detektiert (siehe Tab. 9-3, vergleiche Abb. 5-53 und 5-56). Es wurden außerdem strukturelle Analoga 
des Substrates getestet: 4-Chlorophenylalanin [(4-Cl)Phe] (124), dessen Fluoranalogon 34 bereits in 
Fütterungsexperimenten in Hormaomycin (13) eingebaut worden war (vergleiche Abb. 3-19)
200
 und α-
Methylphenylalanin [(α-Me)Phe] (125), bei dem die Methylgruppe am Aminokohlenstoff liegt (Abb. 
5-55).  
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Diese beiden Substrate wurden in vitro allerdings nur in sehr geringem Maße von den beiden A-
Domänen akzeptiert. Die Bindetasche scheint für den raumgreifenden Substituent Chlor nicht 
ausreichend groß genug zu sein. Auch am α-C ist den Ergebnissen nach sehr wenig Platz für 
strukturelle Variationen. Das nach (β-Me)Phe (31) präferierte Substrat war Phenylalanin (35), mit 
Aktivierungswerten um die 10% von 31. Auch diese Aminosäure war bereits durch Fütterungen von 
Radzom in Hormaomycin inkorporiert worden.
200
 Für HrmP1A wurden FPLC-Aufreinigungs-
experimente (siehe Abschnitt 6.5.10) durchgeführt. Es konnte eine Trennung der Fraktion erreicht 
werden (siehe Abb. 9-18, Anhang). Die Fraktionen B11-B9 wurden vereinigt, konzentriert und in 
Assaypuffer überführt. Allerdings zeigt die geringe Peakgröße des Chromatogramms, dass nur noch 
eine geringe Menge Enzym für den Assay vorlag. (β-Me)Phe (31) wurde zwar selektiv aktiviert, 
allerdings wurden hier nur insgesamt 6,7% umgesetzt (siehe Tab. 9-2). Das Aktivierungsmuster blieb 
allerdings weitgehend erhalten, da alle anderen getesteten Aminosäuren unter 0,7% umgesetzt wurden. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass der Assay auch bei geringen Umsätzen valide Ergebnisse liefern kann, 
wenn das Protein in großer Reinheit vorliegt. Die Abbildungen 5-56 und 5-57 fassen die dargestellten 
Ergebnisse grafisch zusammen. Zur einheitlichen Darstellung wurde das am stärksten aktivierte 
Substrat als 100% gesetzt. Aus Platzgründen werden die Ergebnisse für die folgenden A-Domänen nur 
graphisch zusammengefaßt, die einzelnen Ergebnisse der Messungen befinden sich im Anhang.  
 
Abb. 5-56: MALDI-TOF-Ergebnisse der Umsatz von HrmP1A/HrmR  mit verschiedenen Aminosäuren im [γ-
18
O4]-ATP-Assay (vgl. Abb. 5-57, Tab. 9-3) 





Abb. 5-57: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmP1A (schwarz) und HrmP1A nach FPLC (rot) mit 
HrmR im [γ-18O4]-ATP-Assay  (vgl. Abb. 5-56, Tab. 9-3) . Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
Tab. 5-12: Vergleich der Aktivitäten von HrmO3A und HrmP1A mit HrmR 
Enzym Umsatz (ß-Me)Phe[%]  
(Tab. 9-2, 9-4) 










  4,81 
11,31 
 
Für HrmO3A wurden die gleichen Substrate getestet wie für HrmP1A. (β-Me)Phe (31) ist hier ebenso 
das bevorzugt umgesetzte Substrat. Allerdings ist die Umsetzung von 31 in vitro bei etwa gleicher 
Konzentration (8,8 µM vs. 8,5 µM, siehe Tab. 5-10) weniger als halb so hoch, durchschnittlich 42,3%. 
Da beide Assays jeweils die gleiche Zeit (2 h) inkubiert wurden, lässt sich der Umsatz des Substrates 
über Gleichsetzung der Enzymmenge miteinander vergleichen.  
In dieser Elutionsfraktion wurden ungewöhnlich hohe Aktivitäten für Leucin und Threonin 
(Aktivierung über 20%) observiert, die in HrmP1A nicht gemessen wurden (vergleiche Abb. 5-57 und 
Abb. 5-58). Allerdings waren diese Aktivitäten nicht reproduzierbar. In einer zweiten Messung lagen 
die Aktivierungsraten für Leucin und Threonin viel niedriger (siehe Tab. 9-4). Auch Erol et al. 
konnten in einer Messung der A-Domäne des Corallopyronins unerwartet hohe Aktivitäten für 
Threonin beobachten.
264
 Das deutet darauf hin, dass diese Aktivitäten falsch positiv sind, und aus E. 
coli stammen könnten. Für HrmO3A würde eine Aufreinigung über FPLC genauere Einsichten in die 
wahre Aktivität der Domäne geben; dieses Experiment konnte allerdings aus Zeitmangel nicht mehr 







relative Aktivierung [%] 




Abb. 5-58: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO3A mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay (vgl. Tab. 
9-4). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
 
(3-Ncp)Ala-aktivierende A-Domänen 
Aufgrund der relativen Lage in der NRPS sollten die Module HrmO1 und HrmO4 die ungewöhnliche 
Aminosäure (3-Ncp)Ala (27) einbauen. Der nichtribosomale Code für deren A-Domänen ist neuartig 
und für beide A-Domänen exakt gleich, in den Datenbanken läßt sich kein Homologes finden (siehe 
Tab. 3-3). Die A-Domänen HrmO1A, HrmO4A und die konstruierte A-Domäne O4fA, die den zentralen 
Teil der HrmO4 A-Domäne besitzt und die äußeren Teile von HrmO3A (siehe 5.4.2), wurden mit 
verschiedenen proteinogenen und nicht-proteinogenen Aminosäuren getestet. Als entfernte Analoga 
des (3-Ncp)Ala (27) wurden 5-Nitro-2-aminobenzoesäure (126) und Cyclopropylglycin (127) (siehe 
Abb. 5-59) getestet. Die Ergebnisse der Messungen der Enzyme HrmO4A und O4fA sind in Abbildung 
5-60 aufgeführt.  
 
Abb. 5-59: (3-Ncp)Ala (27), 5-Nitro-2-aminobenzoesäure (126) und Cyclopropylglycin (127) 
Natives und fusioniertes HrmO4A besitzen in etwa die gleiche Aktivität und Substratspezifität. Das 
Substrat (3-Ncp)Ala (27) wurde im Assay von beiden Enzymen fast quantitativ umgesetzt (84,1% 
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Aminosäuren mit aliphatischer Seitenkette noch am ehesten toleriert [um 10% der Aktivität von 27, 
siehe Tab. 9-5]. 
 
Abb. 5-60: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO4A (schwarz) und O4fA (grün) mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-5). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
Die gestesteten Nitro- bzw. Cyclopropylaminosäuren 126 und 127 wurden sehr schlecht aktiviert. 
Wahrscheinlich sind die Abweichungen in der Seitenkette zu groß, um vom aktiven Zentrum erkannt 
zu werden. Bemerkenswerterweise ist das künstlich erzeugte Enzym O4fA fast genauso aktiv wie das 
native (siehe Tab. 5-13). Auch zeigt das fusionierte Enzym keinerlei Präferenz für (β-Me)Phe (31), das 
bevorzugte Substrat von HrmO3A. Die Sequenzänderungen am N- und C-Terminus (insgesamt 10% 
der Aminosäuren des Proteins) haben also nur minimalen Einfluß auf das aktive Zentrum und die 
Konformation der A-Domäne.. Durch den Austausch des zentralen Teils der A-Domäne konnte somit 
die Substratspezifität von HrmO3A von (β-Me)Phe (31) zu (3-Ncp)Ala (27) verändert werden. In 
Tabelle 5-13 wird der Umsatz beider Enzyme miteinander verglichen. HrmO4A zeigt nur geringfügig 
mehr Umsatz als das rekombinante Enzym O4fA, die Aktivität beider Enzyme ist also fast 
gleichzusetzen. 
 
Tab. 5-13: Vergleich der Aktivitäten für (3-Ncp)Ala (27) von HrmO4A/HrmR und O4fA/HrmR 
Enzym Umsatz (3-Ncp)Ala [%] 
(Tab. 9-5) 
Konzentration 

















relative Aktivierung  [%] 
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Die A-Domäne HrmO1A wurde ebenfalls mit einer Reihe von Substraten getestet. Die Ergebnisse 
ähneln sehr den der Domäne HrmO4A. Auch hier wird (3-Ncp)Ala (27) fast quantitativ umgesetzt 
(97% bzw. 78,5%); Leucin,Valin und Alanin liegen bei etwa 5-10% der Aktivierung von (3-Ncp)Ala 
(27) (siehe Tab. 9-6). Diese Analogie war zu erwarten, da beide A-Domänen eine Sequenzidentität 
von 95% besitzen. Ungewöhnlich ist auch hier der hohe Umsatz von Threonin. In der ersten Messung 
lag die Aktivierung bei fast einem Viertel von 27. Diese Promiskuität war auch hier unerwartet, da 
sich die Strukturen der beiden Aminosäure nicht sehr ähneln. In einer zweiten Messung war die 
Aktivität aus der selben, gefrorenen Charge sogar noch viel höher, der absolute Umsatz lag bei 61,4% 
[fast 80% von (3-Ncp)Ala (27)]. Um HrmO1A von eventuellen Hintergrundproteinen, die diese nicht 
reproduzierbare Aktivität verursachen können, zu befreien, wurde 1 mL des gefrorenen Enzyms weiter 
über ein FPLC-System mit einer Ionenaustauschsäule aufgereinigt (siehe Abschnitt 6.5.10). Es wurde 
ein stufenweiser Gradient zu einer höheren Salzkonzentration (NaCl) angelegt und die Enzyme so 
schrittweise von der Säule eluiert (siehe Abb. 5-61). Die Fraktionen, in denen sich Peaks befanden, 
wurden TCA-präzipitiert (siehe 6.5.6) und mit SDS-PAGE analysiert.   
 
Abb. 5-61: Chromatogramm der FPLC-Aufreinigung der Elution von HrmO1A. Blaue Spur: UV-Absorption; 
grüne Spur: NaCl-Konzentration,  Rote Zahlen: für den Assay gesammelte Fraktionen. Ein SDS-PAGE-Gel der 
für die Wiederholung des Assays gepoolten Fraktionen AB12 ist eingefügt. 
Auf dem FPLC-Chromatogramm ist zu erkennen, daß eine starke Verunreinigung der A-Domäne 
vorlag. Eine vollständige Trennung der Peaks wurde nicht erreicht. Die Fraktionen A12 und B12 die 
den größten Peak in möglichst hoher Reinheit besaßen,  wurden vereinigt. Die erneute Testung dieser 
Fraktionen im A-Domänenassay ergab, dass die relative Aktivierung für Threonin zu (3-Ncp)Ala (27) 




um mehr als 50% reduziert werden konnte (von durchschnittlich 50,8% auf 19,7%), und außerdem 
andere Aktivitäten wie z.B. für Tryptophan, Glycin und Alanin gegen 0 reduziert werden konnten. 
Einzig der relative Umsatz für Leucin blieb nahezu konstant. Abbildung 5-62 und Tabelle 9-6 fassen 
die erhaltenen Ergebnisse zusammen. Die Aktivität für Threonin konnte durch die FPLC-Trennung 
reduziert werden. Im Falle von HrmO1A müsste die FPLC-Trennung weiter optimiert werden, um eine 
vollständige Isolierung des Proteins zu gewährleisten. Das würde mit hoher Wahrscheinlichkeit alle  
falsch positiven Aktivitäten beseitigen.  
 
Abb. 5-62: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO1A (schwarz) und HrmO1A nach FPLC (rot) mit 
HrmR im [γ-18O4]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-6). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
Wenn man alle erhaltenen Ergebnisse für HrmO1A, HrmO4A und O4fA vergleicht, so läßt sich 
zusammenfassen, dass alle drei Enzyme (3-Ncp)Ala (27) von den angebotenen Substraten bevorzugt 
auswählen und im Assay fast quantitativ umsetzen. (3-Ncp)Ala (27) ist somit das natürliche Substrat 
der NRPS, und wird vor der Assemblierung des Hormaomycins synthetisiert (siehe Abschnitt 5.1). 
Von den getesteten proteinogenen Aminosäuren besitzen die Domänen am ehesten eine gewisse 
Präferenz für Leucin [jeweils um 10% Umsatz von (3-Ncp)Ala (27)] Diese Aminosäure könnte also 
durchaus von der NRPS anstelle von 27 in Hormaomycin eingebaut werden (siehe hierzu auch 
Abschnitt 5.5). Da Threonin nur von HrmO1A auffallend stark umgesetzt wird, jedoch nicht von 
HrmO4A und außerdem der Threonin-Umsatz durch FPLC stark reduziert werden konnte, ist es 
wahrscheinlich, dass diese Aktivität nicht von der A-Domäne herrührt. Eine Optimierung der FPLC-
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L-Threonin aktivierende A-Domänen 
Die Coexpression mit HrmR aktiviert auch die A-Domäne des Moduls HrmO2. Wie vorausgesagt, ist 
L-Threonin das bevorzugte Substrat (bis zu 75% Umsatz). D-Threonin wird von der A-Domäne nur in 
Spuren aktiviert. L-Threonin wird also während der Biosynthese des Hormaomycins von der A-
Domäne adenyliert, auf das PCP übertragen und dann von der Epimerasedomäne in D-allo-Threonin 
umgewandelt (vergleiche Abb. 3-23).  
Auch die konstruierte A-Domäne O2fA, die zu einem Großteil der Sequenz aus HrmO3A besteht (siehe 
Abschnitt 5.4.2) coeluiert mit HrmR und aktiviert L-Threonin, wie  bioinformatisch vorausgesagt (bis 
zu 63% Umsatz). Das ist bemerkenswert, da O2fA große Teile der (ß-Me)Phe (31)-aktivierenden 
Domäne HrmO3A trägt. Abzüglich des zentralen Teils stimmen die Teile AS 1-199 und 320-542 von 
O2fA  nur zu 52% bzw. 63%  mit der korrespondierenden Sequenz von HrmO2A überein. (ß-Me)Phe 
(31) wird von der kombinatorisch erzeugten A-Domäne auch hier nicht aktiviert. Das Enzym ist also, 
wie auch O4fA, offensichtlich korrekt gefaltet. Aufallend an den Messungen mit der Elution aus der 
Ni-NTA-Aufreinigung  war, dass das Enzym offenbar eine geringe Substratspezifität besitzt; Valin 
wurde zu fast 80% von L-Threonin umgesetzt. Dagegen scheint O2fA im Allgemeinen selektiver zu 
sein. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-63 und Tabelle 9-7 zusammengefaßt. 
 
Abb. 5-63: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO2A (schwarz) und O2fA (grün) mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-7). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
Um auch hier eine eventuelle falsch positive Aktivität zu entfernen, wurde eine FPLC-Aufreinigung 
der Fraktionen von HrmO2A und O2fA, analog zu HrmO1A, durchgeführt (siehe 6.5.10). Die sehr 
ähnlichen Chromatogramme (Abb. 5-64, Abb. 9-19) zeigen, dass in beiden Fällen eine Isolierung 
eines Peaks (jeweils Fraktionen B11-B8) möglich war. Diese Fraktionen wurden wieder vereinigt, 
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aufgereinigten Fraktionen. Es war eine erneute Messung der gereinigten A-Domänen im [γ-18O4]-
ATP-Assay möglich.  
 
Abb. 5-64: Chromatogramm der FPLC-Aufreinigung der Elution von HrmO2A/HrmR. Blaue Spur: UV-




a) b)   
Abb. 5-65: Dokumentation der FPLC Aufreinigung von a) HrmO2A (siehe Abb. 5-64) und b) O2fA (siehe Abb. 
9-19) jeweils mit HrmR. M= Marker; B9/10, B5/4; B6; A6=TCA-Präzipitate  von nicht verwendeten Fraktionen; 
B 11-8=Assayfraktion von HrmO2A/O2fA; C=konzentriert 




Abb. 5-66: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO2A (schwarz) und O2fA (grün) mit HrmR nach 
FPLC im [γ-18O4]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-8). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
 
Die Selektivitäten beider Domänen nach der FPLC zeigen eine dramatische Veränderung zu vorher 
(vergleiche Abb. 5-63 und 5-66): Die Enzyme sind nun äußerst selektiv für L-Threonin als Substrat. 
Die Aktivität für Valin (vorher 77,5% von L-Thr für HrmO2A) ist fast komplett verschwunden, auch 
die anderen Aktivitäten (z. B. Ile, Leu, Phe) scheinen nicht von der A-Domäne selbst, sondern von 
falsch positiven Aktivitäten durch andere, aktivierende Proteine aus E. coli verursacht worden zu sein. 
Durch die endgültige Isolierung der A-Domäne konnten diese Aktivitäten beseitigt werden. Ein 
direkter Vergleich der Umsätze beider Domänen läßt sich über die Peakflächen in den FPLC-
Chromatogrammen ziehen. Tabelle 5-14 zeigt das Ergebnis: Die kombinatorisch erzeugte Domäne, die 
in großen Teilen nur noch 52% (O3L) bzw. 63% (O3R) Sequenzidentität mit der nativen Domäne 
HrmO2A  besitzt, hat immerhin noch über die Hälfte ihrer Aktivität (57,6%). Das ist, verglichen mit 
anderen kombinatorischen Ansätzen (vgl. Abschnitte 3.2.1 und 3.2.3), ein sehr guter Wert. Die starken 
Änderungen in den äußeren Sequenzabschnitten haben also neben der Tatsache, daß sie keinerlei 
Einfluß auf die Substratspezifität besitzen, auch geringen Einfluß auf die Konformation des Enzyms.  
 
Tab. 5-14: Vergleich der Umsätze der aufgereinigten A-Domänen HrmO2A und O2fA mit HrmR 
Protein Peakfläche 
(Abb. 5-66, 9-19) 
Umsetzung 
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Valin/Isoleucin aktivierende Domänen 
Die bioinformatische Voraussage für die A-Domäne HrmP2A ist nicht eindeutig: Das Programm 
NRPSPredictor2
202
 sagt sowohl Valin als auch Isoleucin als mögliches Substrat des Enzyms  voraus. 
Bemerkenswert ist, dass sich der nächste Verwandte, eine Valin-aktivierende Domäne, im 
nichtribosomalen Code durch nur eine Aminosäure von HrmP2A unterscheidet, wohingegen die 
nächste Isoleucin-aktivierende Domäne dort in drei Aminosäuren abweicht (vgl. Tab. 3-3). Indes wird 
in vivo Isoleucin in die Peptidkette eingebaut, was aus der Struktur des Hormaomycins (13) 
offensichtlich ist. 
 
Abb. 5-67: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmP2A (schwarz) und P2fA (grün) mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay (vgl. Tab. 9-9). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
HrmP2A zeigt coeluiert mit HrmR tatsächlich eine Präferenz für das Substrat Valin (siehe Abb. 5-67). 
Auch die konstruierte A-Domäne P2fA, bei der ein Großteil der Sequenz aus HrmO3A stammt (siehe 
5.4.2), aktiviert Valin bevorzugt, allerdings ist hier die Streuung bei anderen Aminosäuren auch 
größer. Das mag an der geringen Gesamtaktivität [maximal 19% bzw. 13% Aktivierung für Valin 
(Tab. 9-9)] trotz einer ausreichenden Proteinkonzentration im Assay  (17,3 µM bzw. 7,7 mM siehe 
Tab. 5-11) liegen. Weitere Aufreinigungsversuche mit FPLC wurden analog zu den vorherigen 
Enzymen durchgeführt, aber die konzentrierten Proteine konnten im anschließenden [γ-18O4]-ATP-
Assay keine Aminosäure selektiv (>4%) aktivieren (Daten hier nicht aufgeführt). HrmP2A besitzt in 
vitro die geringste Aktivität der Hormaomycin A-Domänen. Das ist dadurch zu erklären, daß das 
Enzym in vivo ein anderes Substrat aktiviert und möglicherweise nicht in seiner optimalen 
Konformation vorliegt. Dieses Phänomen ist bereits durch Mootz und Marahiel an A-Domänen des 
Tyrocidins (18) beobachtet und interpretiert worden.
265
 Möglicherweise zwingt die natürliche 
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diese Hypothese zu untersuchen, wäre die heterologe Expression des ganzen Moduls HrmP2 (C-A-T) 
und dann die Untersuchung der Substratspezifität in vitro. Es besteht die Möglichkeit, dass diese A-
Domäne in der Evolution aus einem Vorläufer entstanden ist, der bevorzugt Valin oder beide 
Aminosäuren aktivierte. Durch Selektionsdruck könnte es dann durch Mutationen eine Änderung der 
Substratspezifität zu Isoleucin gekommen sein. Eine andere Möglichkeit für diese Diskrepanz ist, dass 
die C-Domäne des nächsten Moduls eine stärkere Korrekturfunktion besitzt, indem sie das Isoleucyl-
Peptidintermediat bevorzugt prozessiert. Solch eine Funktion ist für C-Domänen beobachtet worden 
(siehe Kapitel 3.2.2).
117
 Diese Funktion könnte in einer Expression der Hrm P3 C-Domäne und der 
Synthese des Heptapeptidintermediates der Biosynthese von Hormaomycin (13) (vergleiche Abb. 3-
21), das an das HrmP2-PCP  gebunden wird, nachgewiesen werden. 
 
(4-Pe)Pro aktivierende Domäne 
Die A-Domäne des Moduls HrmP3 sollte laut bioinformatischer Voraussage  spezifisch für 4-Z-
Propenylprolin [(4-Pe)Pro] (69) sein. Dieses Substrat lag zu Beginn der Studien nicht für in vitro-
Assays vor; es wurde in der Arbeitsgruppe Piel von Christoph Kohlhaas nach Zlatopolskiy
197
  
synthetisiert (Daten hier nicht aufgeführt). Besonders interessant ist es, ob die A-Domäne flexibel 
hinsichtlich Änderungen in der Alkylseitenkette des 4-Z-Propenylprolins (69) reagiert. Hierzu wurde 
von Nik Schwarz in der Arbeitsgruppe Piel 4-Z-Ethinylprolin (128) (siehe Abb. 5-68) synthetisiert 
(Daten nicht aufgeführt), das ein mögliches Reagenz für „Klick-Chemie“ ist.  
Eine mögliche Strategie zur Aufklärung des Wirkmechanismus von bioaktiven Stoffen ist es, Pull-
down-Experimente zur Auffindung des molekularen Targets im Zielorganismus durchzuführen.
266,267
 
Über „Klick-Chemie“268,269 kann dann das bioaktive Molekül über eine Alkinylgruppe zum Beispiel an 
ein Biotin, das eine Azidogruppe trägt, gebunden werden. Durch eine 1,3-dipolare Cycloaddition 
entsteht in situ ein Triazol, eine kovalente Verbindung. Das Biotin kann dann wiederum über 
Avidinbeads immobilisiert werden. Anschließend kann das Proteintarget des bioaktiven Moleküls 
dann über massenspektrometrische Experimente identifiziert werden. Im Hormaomycin (13) eignet 
sich besagte Propenylseitenkette des (4-Pe)Pro (69) gut für die Derivatisierung in ein terminales Alkin. 
Das kann durch Totalsynthese oder aber durch Mutasynthese (siehe Abschnitt 3.3.1) über Fütterung 
von Ethinylprolin (128)  geschehen. Abbildung 5-69 zeigt die kovalente Bindung eines hypothetischen 
Alkinylhormaomycins (130) an ein Biotinazid (129). Um zu evaluieren, ob HrmP3A ein solches 
Ethinylprolin (128) akzeptiert, wurde das synthetisierte Molekül im [γ-18O4]-ATP-Assay eingesetzt.  
 
Abb. 5-68: 4-Z-Propenylprolin (69) und 4-Z-Ethinylprolin (128) 





Abb. 5-69: hypothetische Reaktion eines Azidobiotins (129) mit Ethinylhormaomycin (130) über „Klick-
Chemie“ 
Abbildung 5-70 zeigt, dass HrmP3A das natürliche Substrat (4-Pe)Pro (69) fast quantitativ (89,6%) 
umsetzen konnte. Das Analogon 4-Z-Ethinylprolin (128) wird zu 26% von 69 aktiviert. Dieser hohe 
Wert ist sehr vielversprechend für mutasynthetische Experimente.  
 
Abb. 5-70: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmP3A mit HrmR vor (schwarz) und nach (rot) 
FPLC-Aufreinigung im [γ-18O4]-ATP-Assay (siehe Tab. 9-10). Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
Ein ungewöhnliches Ergebnis ist in dieser Messung die äußerst hohe Aktivität für Valin [26,4% von 
(4-Pe)Pro (69); gleichwertig mit Ethinylprolin (128)]. Möglicherweise lag auch hier eine Aktivität 
einer coeluierten Kontamination vor, wie in einigen obigen Ergebnissen (vgl. HrmO1A). Um die falsch 
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entwickelten FPLC-Methode konnte ein Großteil der Hintergrundproteine aus der Elutionsfraktion 
entfernt werden. Allerdings ist auch diese Fraktion durch eine Kontamination verunreinigt (siehe Abb. 
5-71). Die gesammelten und konzentrierten Fraktionen A 10-12 zeigen die höchste Reinheit. Mit 
diesen Fraktionen wurde der A-Domain-Assay wiederholt. In der Wiederholung des Assays konnte die 
(4-Pe)Pro-Aktivierung bestätigt werden (87,8% Umsatz). Die Aktierungsrate vom Analogon, 4-
Ethinylprolin (128), wurde zwar von 29% auf 13% des 4-Propenylprolins (69) verringert, jedoch war 
die Aktivität weiterhin die zweithöchste der getesteten Substrate. Die außerordentlich hohe 
Aktivierung von Valin wurde von fast 30% auf nur noch 5% reduziert. Auch diese Aktivität war also 




Abb. 5-71: a): Chromatogramm einer FPLC-Aufreinigung der Elutionsfraktion von HrmP3A. Blaue Spur: UV-
Absorption grüne Spur: Konzentration NaCl; Rote Zahlen: gesammelte Fraktionen. A10-12 wurden für die 
Wiederholung des Assays eingesetzt. b): Dokumentation von 5-71 a): SDS-PAGE-Gel (15%, Tricin). A1-A9 = 
TCA-Präzipitate der Fraktionen; A10-12 = Konzentrat (500 µL) der gesammelten Fraktionen A10-12; M = 
Marker (Roth); A10-12V = Konzentrat (50 µL) der gesammelten Fraktionen A10-12. 




Fusionsdomänen mit Teilen aus Streptomyces coelicolor A3(2) 
Nach erfolgreicher Expression der A-Domänen A5fA und H6fA mit Inserts aus S. coelicolor A3(2) und 
anschließender Coelution mit HrmR wurden auch diese Enzymkomplexe im [γ-18O4]-ATP-Assay 
getestet. Allerdings konnte in mehreren Experimenten keine signifikante Umsetzung (>4% Austausch)   
der vorhergesagten Substrate Asparaginsäure und Hydroxyphenylglycin detektiert werden. (β-Me)Phe 
(31) wurde ebenfalls nicht aktiviert (Daten nicht aufgeführt). Auch die Zugabe von heterolog 
exprimiertem HrmR oder CdaX (siehe Abb. 5-48 a,b) führte nicht zur Verbesserung der Aktivität. Bei 
einer eingehenderen Analyse der ausgetauschten Fragmente wurde ersichtlich, dass in dem in dieser 
Arbeit vorgestellten Rekombinationsansatz nicht alle Aminosäurereste des aktiven Zentrums von 
HrmO3A auf Basis des nichtribosomalen Codes
79,80
 ausgetauscht worden waren. Position 330 und 331 
(relativ zu PheA) blieben in allen rekombinanten A-Domänen gleich. An beiden Positionen ist hier ein 
Alanin mit einer kleinen Aminosäureseitenkette (siehe Tab. 5-15). Der nicht erfolgte Austausch dieser 
Aminosäuren in den Kombinationen mit den Hormaomycin-A-Domänen (O2fA, O4fA, P2fA) scheint 
keinen oder nur geringen Einfluß auf die korrekte Bindung des Substrates zu haben. Position 330 hat 
in PheA direkten Kontakt mit dem Substrat
94
 und wird von hydrophoben Aminosäuren dominiert.
79
 
CdaPSI-A5A trägt an dieser Position einen relativgroßen Leucylrest. Die Mutation dieses Restes zu 
einem Alanylrest wie in HrmO3A könnte Einfluß auf die Substratbindung haben. Position 331 wird 
von Challis et al.
80
 zwar aus dem nichtribosomalen Code ausgeklammert, da die Seitenkette der 
Aminosäure in PheA von der Bindetasche wegweist, aber diese Position ist hochvariant unter A-
Domänen mit verschiedenen Substraten und hat möglicherweise ebenfalls Einfluß auf die 
Substratbindung.
79
 In CdaPSI-A5A/H6A ist an dieser Position ein Cystein bzw. Asparagin; Amino-
säuren, die sich insbesondere durch ihre Polarität deutlich von Alanin unterscheiden. 
Tab. 5-15: Aminosäuren 330 und 331 (relativ zu PheA) in den miteinander kombinierten A-Domänen. Alle in 
dieser Arbeit fusionierten Domänen besitzen hier die Aminosäuren von HrmO3A, Alanin und Alanin (fett 
markiert). 




























Mutationen der fusionierten A-Domänen A5A und H6A an diesen Positionen zu den nativen 
Aminosäuren (Leu/Cys bzw. Val/Asn) könnten die bisher nicht aktiven Fusionsproteine 
möglicherweise aktivieren. Eine andere Strategie wäre die Konstruktion von neuen, fusionierten A-
Domänen, wo ein etwas größerer Teil der zentralen Sequenz, und damit diese beiden Aminosäuren mit 
ausgetauscht werden. 
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Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse 
In diesem Teil der Arbeit wurden umfassende Studien an den Adenylierungsdomänen der 
Hormaomycin-NRPS durchgeführt. Es konnten alle sieben A-Domänen in E. coli mit einem N-
terminalen Octahistidinyltag exprimiert und isoliert werden. Die Enzyme wurden mit einem 
massenpektrometrisch basierten ATP-Austausch-Assay
109
 charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, 
dass alle NRPS-A-Domänen für ihre volle in vitro-Aktivität das MbtH-artige Protein HrmR benötigen. 
HrmR konnte mit allen A-Domänen coexprimiert und coeluiert werden. Die Proteine interagieren 
miteinander und wurden in einem Komplex im stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 eluiert. Die 
bioinformatisch vorhergesagten Substrate wurden selektiv aktiviert. Eine Ausnahme bildet HrmP2A, 
das statt der nativ inkorporierten Aminosäure Isoleucin Valin bevorzugt aktivierte. Gründe dafür 
könnten eine Korrekturfunktion der folgenden C-Domäne oder eine andere Proteinkonformation in der 
NRPS-Umgebung in vivo sein. Die (3-Ncp)Ala-aktivierenden Domänen HrmO1A und HrmO4A haben 
eine gewisse Präferenz für die proteinogene Aminosäure Leucin (etwa 10% von (3-Ncp)Ala) (27). 
HrmO3A und HrmP1A können Phenylalanin zu etwas 10% von (β-Me)Phe (31), dem bevorzugten 
Substrat, aktivieren. Ein Chloratom in para-Position des Phenylrings wurde nicht toleriert, 
ebensowenig wie eine Methylgruppe in der α-Position. Für die (4-Pe)Pro-aktivierende Domäne 
HrmP3A wurde ein Ethinylprolin (128) getestet, das zu etwa 20% von (4-Pe)Pro (69) umgesetzt 
werden konnte. Diese Aminosäure soll in mutasynthetischen Experimenten einer Deletionsmutante 
des Hormaoycinproduzenten, in dem die (4-Pe)Pro-Biosynthese unterbrochen ist, zugefüttert werden. 
Ein entstehendes Ethinylhormaomycin (130) könnte, falls es aktiv ist, in Pull-down-Experimenten 
über „Klick-Chemie“ kovalent an einen fluoreszierenden Marker gebunden werden, um Informationen 
über das molekulare Target von Hormaomycin zu erhalten.  
Einige der über Ni-NTA-Affinitätschromatographie isolierten Proteinfraktionen wurden über FPLC 
weiter aufgereinigt und erneut getestet. In diesem Reinigungsschritt konnten unspezifische, falsch 
positive Aktivitäten von coeluierten Proteinen aus E. coli BL21(DE3), die hauptsächlich Threonin und 
Valin aktivierten, reduziert und teilweise ganz entfernt werden. An HrmO2A und O2fA konnte 
eindrucksvoll gezeigt werden, dass bei vollständiger Isolierung des Proteins durch FPLC alle falsch 
positiven Aktivitäten eliminiert werden konnten (vgl. Abb. 5-63 und 5-66). Das Phänomen einer 
unerwarteten Aktivierung von Threonin aus einer A-Domänen-Aufreinigung aus E. coli BL21(DE3) 
wurde auch von Erol et al. an den Corallopyonin-A-Domänen beobachtet.
264
 Phelan et al., die den [γ-
18
O4]-ATP-Assay entwickelten, beobachteten in ihrem Labor falsch positive Umsetzungen von 
Tryptophan für einige A-Domänen (Brian Bachmann, persönliche Mitteilung). Diese falsch positiven 
Aktivitäten scheinen also öfter in A-Domänen-Assays aufzutreten, werden aber selten publiziert. 
Interessanterweise waren die Aktivitäten durch diese Kontaminationen  für Threonin und Valin in den 
Assays nicht immer reproduzierbar, wohingegegen „wahre“ Substrate vom Enzym immer wieder, 
auch aus gefrorenen Enzymchargen, umgesetzt wurden. Auch wurde immer das gleiche Protokoll für 




die Ni-NTA-Aufreinigung benutzt; daher ist es erstaunlich, dass einerseits manche Aufreinigungen 
keine falsch positiven Aktivitäten zeigen, und andererseits die Aktivität zwischen Valin, Threonin und 
Leucin schwankt. Für einen Ausschluß von solchen falsch positiven Aktivitäten sollten A-Domänen in 
diesem Assay daher grundsätzlich in einem weiteren Reinigungsschritt anschließend an die Ni-NTA-
Chromatographie isoliert werden. 
Weiterhin wurden fünf A-Domänen mit Fusions-PCR erzeugt, in denen ein zentraler Part der Sequenz 
von HrmO3A (etwa 120 Aminosäuren) gegen Teile aus anderen A-Domänen ausgetauscht wurde. Es 
wurden drei A-Domänen der Hormaomycin für diese Fusionen ausgesucht, HrmO2A, HrmO4A und 
HrmP2A. Außerdem wurden zwei Teile von A-Domänen der NRPS des Antibiotikums CDA aus 
Streptomyces coelicolor A3(2), die Aspartat und Hydroxyphenylglycin aktivieren, mit HrmO3A 
fusioniert. Homologiemodelle der fünf rekombinanten Proteine sagen eine große Wahrscheinlichkeit 
für eine Funktionalität der neuen Proteine voraus. Alle fünf Fusionsproteine konnten in E. coli in 
gleichen Ausbeuten wie die nativen A-Domänen mit HrmR coexprimiert und coeluiert werden (siehe 
Abb. 5-48, Tab. 5-10). Die drei Fusionsdomänen aus der Hormaomycin-NRPS zeigen im Assay die 
gleiche Substratspezifität und die gleiche, oder nur eine leicht verringerte Aktivität wie die nativen A-
Domänen der kleinen, zentralen Teile der Domäne. Das zeigt, dass hier die Substratspezifität der 
Enzyme nur durch diesen Teil determiniert wird. Die Substratspezifität von HrmO3A konnte also durch 
den Austausch dieses Teiles von (β-Me)Phe (31) mit geringen Aktivitätseinbußen dramatisch zu (3-
Ncp)Ala (27), Threonin und Valin geändert werden. Außerdem scheint ein Austausch einer so großen 
Aminosäuresequenz die intakte Tertiärstruktur des Enzym nur gering zu beeinflussen. Dies unterstützt 
die Hypothese, dass diese Sequenzen während der Evolution rekombiniert worden sind. Interessant 
wäre es, Reaktionskinetiken der A-Domänen aufzunehmen, um die Umsetzungen der Substrate noch 
besser miteinander vergleichen zu können. 
Die Fusionen mit den zentralen Teilen der CDA-A-Domänen zeigten keine Aktivität. Um zu testen, ob 
das MbtH-artige Protein einen Einfluß auf die Aktivität besitzt, wurde das MbtH-artige Protein aus 
dem CDA-Gencluster, CdaX mit den beiden Enyzmen coexprimiert. Aber auch diese coexprimierten 
Proteinkomplexe  waren nicht aktiv, auch nicht, wenn separat exprimiertes MbtH-artiges Protein 
(HrmR oder CdaX) dem Assay hinzugegeben wurde. Der Grund für die fehlende Aktivität könnte in 
zwei Aminosäuren im aktiven Zentrum liegen, die in den Fusionen nicht mit ausgetauscht wurden. In 
CdaPSIA5A und H6A liegen hier Leucyl- und Valylreste, die mit dem gebundenen Substrat 
interagieren. Der in HrmO3A an dieser Position liegende Alanylrest ist hier möglicherweise sterisch 
nicht groß genug für die Interaktion. Die Aminosäurereste an Position 331 sind variabel und werden 
möglicherweise auch für die Substratbindung benötigt. Um diese Hypothese zu untersuchen, müssten 
die genannten Aminosäuren zu den in der nativen A-Domäne vorliegenden mutiert werden, oder ein 
etwas größerer Teil der Sequenz von CdaPSIA5A und H6A mit HrmO3A fusioniert werden. Diese 
beiden Aminosäuren sind auch in den Hormaomycin-A-Domänen variabel, haben aber offensichtlich 
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keinen oder nur geringen Einfluss auf die Substratbindung. Möglicherweise sind die fusionierten 
Proteine aber auch nicht korrekt gefaltet, um eine Substrat korrekt binden und umsetzen zu können. 
Das könnte durch Circulardichroismus-(CD)-Spektroskopie untersucht werden. 
Die hier präsentierten Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass ein Austausch dieser zentralen 
Teile der A-Domäne durch Rekombination während der Evolution vorgefallen sein könnte. 
Rekombination von DNA-Fragmenten ist eine treibende Kraft in der Evolution der Gencluster von 
Sekundärmetaboliten, wie in Abschnitt 3.3.2 dargelegt. Rekombinationen von NRPS-Clustern sind 
bisher hauptsächlich in strukturell sehr ähnlichen NRPS in Cyanobakterien observiert worden. Hier 







 postuliert und mit der beobachteten Produktvielfalt korreliert. In der Hormaomycin-NRPS 
scheint es dagegen innerhalb des Genclusters zu Rekombinationen von zentralen Teilen der A-
Domänen gekommen zu sein. In dieser Arbeit wurden Beobachtungen, die in silico gemacht wurden, 
experimentell durch in vitro erzeugte, rekombinante A-Domänen verifiziert. Die Ergebnisse der 
Experimente zeigen, dass es zumindest im Hormaomycinsystem möglich ist, durch einfachen 
Austausch von Regionen, die die Substratspezifität beinhalten, diese im Labor nach Wunsch zu 
ändern. Die Substrate der rekombinierten A-Domänen sind teilweise chemisch sehr verschieden 
[vergleiche (β-Me)Phe (31) und (3-Ncp)Ala (27)]. Mit der vorgestellten Methode sind in dieser Studie 
an der A-Domäne dramatischere Änderungen der Substratspezifität möglich, als mit bisher 
publizierten.
79,99
 Außerdem haben die in vitro erzeugten Enzyme in dieser evolutionsbasierten Studie 
eine weitaus höhere Aktivität als in einer computerbasierten, wo es ähnlich dramatische 
Spezifitätsänderungen gab.
156
 Auf die resultierende Aktivität der mutierten A-Domäne ist dieser 
evolutionäre Ansatz also dem informatischen überlegen.  
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen neue, auf der Evolution basierende Strategien für die 
kombinatorische Biosynthese von nichtribosomalen Peptiden auf. Eine rationale Rekombination von 
diesen zentralen Teilen der Enzyme könnte zumeist auftretende dramatische Verluste in der 
Produktion dieser kombinatorisch erzeugten Peptide durch Austausch von ganzen Domänen 
signifikant verringern und gleichzeitig größere strukturelle Veränderungen in den kombinatorisch 
erzeugten Peptiden ermöglichen. Allerdings bleibt abzuwarten, ob sich die in vitro-Ergebnisse auch 
auf andere Spezifitäten aus fremden Systemen ausweiten lassen, wie anhand der Rekombination mit 
den S. coelicolor-A-Domänen diskutiert wurde. Außerdem ist diese Besonderheit der Hormaomycin-
A-Domänen nicht einfach auf andere Systeme übertragbar. Auch ist nicht klar, ob sich die in vitro-
Ergebnisse auf in vivo-Experimente übertragen lassen können. Hier sind außerdem die anderen 
Biosyntheseenzyme, wie die C-Domänen der NRPS zu berücksichtigen. In der Hormaomycin-NRPS 
wäre außerdem eine selektive Rekombination von A-Domänenabschnitten in vivo aufgrund der hohen 
Sequenzähnlichkeit über weite Teile der A-Domänen schwer durchzuführen.  
 




  5.5 Biologische Studien an Hormaomycin 
    5.5.1 Fermentation von Hormaomycin  
Um eine möglichst hohe Menge Hormaomycin (13) für biologische Studien zu isolieren, wurde 
Streptomyces griseoflavus W-384 analog zu vorangehenden Arbeiten fermentiert.
200
 Es wurde eine 
Vorkultur in 50 ml NM6 (siehe 6.2.1) angesetzt und bei 180 rpm und 27 °C für 48 h inkubiert. Die 
Vorkultur wurde dann in einem sterilen Labfors 10 l Fermenter mit 1,5 l NM10 (siehe 6.2.1) versetzt 
und für 72 h bei 27 °C, einem pH von 6,5 und einer Luftzufuhr von 1,6 vvm fermentiert. Zur 
Erhöhung der Ausbeute wurden nach 24 h über 10 Stunden eine Lösung von 3 mmol Pyrrol-2-
carbonsäure (102) in 75 ml sterilem Wasser zur Kulturbrühe gepumpt. Diese Zugabe hat in früheren 
Studien zu einer Erhöhung der Hormaomycinausbeuten geführt.
200
 Durch Zentrifugation wurde das 
Mycel vom Medium getrennt, letzteres wurde, da es kein Hormaomycin (13) enthielt, verworfen. Das 
Mycel wurde nach Lyophilisation und Mörsern mit 3x 450 ml Ethylacetat extrahiert. Nach Entfernen 
des Lösungsmittels unter vermindertem Druck wurde mit kaltem Pentan gewaschen. Der trockene 
Rohxtrakt wurde in Methanol/Acetonitril gelöst und an einem präparativen HPLC-System (siehe 
Abschnitt 6.8) aufgetrennt. Ein Bild der Trennung des Rohextraktes ist in Abbildung 5-72 zu sehen. 
Der Peak bei tR=26,2 min ist Hormaomycin (13). Die Identität wurde durch ein hochauflösendes 
Massenspektrum der Fraktion und durch 
1
H-NMR bestätigt (Abb. 9-25, Anhang). Es wurden 2 mg 
Hormaomycin isoliert. Die Substanz wurde für Aktivitätsassays und Studien zum Wirkmechanismus 
in den Arbeitsgruppen Sahl und Hörauf (Universität Bonn) eingesetzt. In weiteren 
Fermentationsansätzen, die alle mit den gleichen Parametern durchgeführt wurden, konnte 
Hormaomycin nur in Spuren detektiert werden (Daten hier nicht aufgeführt). Insgesamt hat sich trotz 
exakter Befolgung des Protokolls von Radzom
200
 die Hormaomycinproduktion des Stammes von 40 
mg/L auf 1,3 mg/L reduziert. Das gleiche Phänomen wurde parallel in der Arbeitsgruppe Zeeck in 
Göttingen (persönliche Mitteilung von Axel Zeeck) beobachtet. S. griseoflavus W-384 scheint also mit 
der Zeit unter Laborbedingungen die Fähigkeit zur Biosynthese von Hormaomycin (13) zu verlieren. 
Die Gründe hierfür sind unbekannt. 




Abb. 5-72: HPLC-Chromatogramm (230 nm) des Ethylacetat-Rohextraktes einer Fermentation von S. 
griseoflavus W-384.  
 
  5.5.2 Isolierung und Strukturaufklärung natürlicher Hormaomycinanaloga  
Da der Hormaomycinproduzent im Laufe der Zeit Hormaomycin (13) nur noch in eingeschränkten 
Mengen produzierte (siehe 5.5.1), wurde nach einem Weg gesucht, die Hormaomycintiter in der 
Fermentation zu erhöhen. Die Biosynthese von Sekundärmetaboliten ist in Streptomyceten komplex 
reguliert.
25
 Einige Aspekte sind in Kapitel 3.1 diskutiert worden. Eine Möglichkeit, die Produktion von 
Sekundärmetaboliten zu erhöhen, ist die Überexpression von positiven Regulatorgenen im Gencluster 
des Metaboliten.
270
 Im Hormaomycingencluster ließen sich durch Sequenzvergleiche gleich drei 
putative Regulatorgene,  hrmA, hrmB und hrmH detektieren. hrmA und hrmB wurden aufgrund von 
Sequenzvergleichen (siehe Tab. 3-2) als putative positive Regulatoren der SARP-Familie 
(Streptomyces antibiotic regulatory proteins) identifiziert. Nach der Konstruktion eines Über-
expressionsstammes des Regulatorgens hrmB durch Xiaofeng Cai zeigte sich in der HPLC-Analyse 
einer Fermentation, dass nicht nur die Produktion von Hormaomycin dramatisch gesteigert wurde 
(135-fach), sondern auch neue Peaks in der Analyse erschienen. Diese Peaks stimmten mit dem UV-
Spektrum des Hormaomycins (13) weitgehend überein. Zusätzlich wurden in der HPLC-ESI-MS für 
diese Peaks ähnliche Massen zu 13 detektiert. Diese Substanzen wurden also als natürliche Analoga 
des Hormaomycins vermutet, die während der Biosynthese durch eine relaxierte Substratspezifität der 
biosynthetischen Enzyme entstehen. Eine Isolierung und Strukturaufklärung dieser Analoga gibt 
einerseits Einblicke in die Biosynthese des Hormaomycins (13). Außerdem können durch Testung der 
Analoga und Vergleich der Aktivitäten zu 13 neue Struktur-Wirkungsbeziehungen erhalten werden. 




Die Isolierung und Strukturaufklärung der Analoga wurde in der Universität Neapel im Labor von 
Prof. Alfonso Mangoni durchgeführt. Eine Fermentation eines Überexpressionsstammes von hrmB, 
XC13, in 900 mL Production medium (siehe 6.2.1) in Kulturgrößen von jeweils 50 mL ergab nach 
zweimaliger Extraktion mit Ethylacetat 624 mg Trockenextrakt. Dieser wurde mittels HPLC unter 
isokratischen Bedingungen auf einer semipräparativen C18-Säule aufgetrennt (siehe Kapitel 6.11.1). 
Es wurde eine HPLC-Methode entwickelt, die für eine Auftrennung von Hormaomycin (13) und 
Derivaten optimiert wurde. Das Laufmittel war ein Gemisch aus 75% Acetonitril und 25% Wasser, 
mit 0,1% TFA versetzt. Der Extrakt wurde im Laufmittel mit einer Konzentration von 18,75 mg/mL 
gelöst. Pro Injektion konnten für eine gute Trennung nur etwa 16 mg Extrakt (800 µl) injiziert werden, 
daher wurde diese Injektion zehn Mal wiederholt. Es wurden 30 Fraktionen gesammelt. Abbildung 5-
73 zeigt ein Chromatogramm des Rohextraktes.  
 
Abb. 5-73: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes der hrmB-Überexpressionsmutanten XC13  (273 nm). 
Isolierte Fraktionen sind numeriert 
 
Hormaomycin (HRM) (13) wurde mittels HR-ESI-MS in Fraktion 17, der größten im  
Chromatogramm,  nachgewiesen. Die Ausbeuten der Fraktionen 15, 16, 23, 24 und 30 (siehe Tab. 5-
16) erlaubten im Folgenden eine NMR-spektroskopische Untersuchung. Eine 
1
H-NMR-Analyse der 
Fraktionen gab erste Hinweise auf die neuen Strukturen, allerdings war für eine vollständige 
Strukturaufklärung die Reinheit der Fraktionen unzureichend. 
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Tab. 5-16: Übersicht über die isolierten Fraktionen aus dem Rohextrakt des hrmB-Überexpressionsstammes 





















Daher wurden im Folgenden die Fraktionen auf einer analytischen HPLC-Säule weiter gereinigt und 
die größten Peaks gesammelt. Da pro Injektion nur 1 mg (100 µl) aufgetragen werden konnte, wurden 
auch diese Injektionen wiederholt und die zusammengehörenden Fraktionen vereinigt. Die analytische 
HPLC wurde mit einem Methanol-Wasser-Gemisch durchgeführt, die Polarität des Gemisches wurde, 
um die HPLC-Läufe nicht unnötig zu verlängern, bei den höheren Fraktionen erniedrigt (siehe Tab. 5-
17). Die Chromatogramme zeigten, dass die Fraktionen 15, 16 und 23 aus mehreren Komponenten 
bestanden, die Fraktionen 17, 24 und 30 aus nur einer (siehe Abb. 9-20 - 9-23, Anhang). Auf der 
analytischen Säule und in dem veränderten Fließmittel (Methanol/Wasser statt Acetonitril/Wasser) 
konnte eine höhere Trennschärfe erreicht werden, was zur vollständigen Auftrennung der Peaks führte.  
Die sieben so erhaltenen Reinsubstanzen wurden nun massenspektrometrisch und NMR-
spektroskopisch analysiert. 
Tab. 5-17: Übersicht über die in der analytischen HPLC der Fraktionen aus Abb. 5-75 erhaltenen Reinsubstanzen 


























































Von den Verbindungen wurden hochaufgelöste Massenspektren und Fragmentierungsspektren des 
Molekülpeaks (MS/MS) aufgenommen. Außerdem wurden 
1





H-COSY- und zTOCSY-NMR-Experimente durchgeführt. Die Messungen 
wurden, anders als zu vorhergehenden Studien
61,200
 in deuteriertem Methanol (CD3OD) vorgenommen. 
Hier addierte sich nämlich das sonst verwendete CDCl3 vermutlich radikalisch an die Substanzen und 
führte zu nicht analysierbaren Spektren (Daten nicht aufgeführt). In den folgenden Abschnitten wird 
die Strukturauflärung der Hormaomycinanaloga beschrieben. Dabei wurde sich an den ebenso 
aufgenommenen Spektren für Hormaomycin (13) orientiert. Anhand der Unterschiede der Massen- 




und NMR-Spektren ließen sich die Differenzen in den Strukturen aufklären. Abbildung 5-74 zeigt das 
aufgenommene MS/MS-Fragmentierungsspektrum von 13. Den erhaltenen Massen ließen sich 
Molekülfragmente zuordnen. Die Seitenkette wurde über das Isocyanat 132 und 133 zuerst 
fragmentiert; über den Sechsring 134 kam es dann zur Abspaltung des a-Threonins und zum linearen 
Fragment 135 (vergleiche Abb. 5-74). Über Vergleiche der MS/MS-Fragmentierungsspektren der 
Analoga ließen sich die Positionen der Veränderungen gegenüber 13 bestimmen. 
 
Abb. 5-74: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin (13) 
         Abb. 5-75: Strukturen der in Abbildung 5-74 erhaltenen MS/MS-Fragmente von Hormaomycin (13) 
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Strukturaufklärung der Hormaomycinanaloga 
Hormaomycin A1 (136)  
Das Massenspektrum von Substanz 1 aus Tabelle 5-17 weist einen Molekülpeak von m/z=1117,4930 
auf, was auf ein Hormaomycin-Na-Addukt ohne Chlor, dafür mit einem zusätzlichen Wasserstoff 
hindeutet (C55H70N10O14Nacalc=1117,4971). Die Analyse der MS/MS-Fragmentierung in Abbildung 5-
76 zeigt, dass die Veränderung zum Hormaomycin (13) am terminalen Baustein der Seitenkette 
(Chcpa) erfolgt ist, da das Fragment mit der Masse m/z=1034 (132) wie im Hormaomycin (13) 
vorhanden ist (vgl. Abb. 5-75).   
 
Abb. 5-76: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin A1 (136). 
 
Das vermutete Fehlen eines Chloratoms im Molekül lässt sich auch durch das veränderte 
Isotopenmuster zeigen, da das für Chlor charakteristische stark vertretene M+2-Isotop hier nicht 
detektiert wurde. Die Analyse des 
1
H-NMR-Spektrums (siehe Tab. 9-11) zeigt ein weitgehend 
identisches Signalmuster zu Hormaomycin, allerdings zeigen die Signale bei δ=6,79 ppm (Chpca 3) 
und δ=6,04 ppm (Chpca 4) eine Dublett-Dublett-Aufpaltung, statt eines Dubletts beim Hormaomycin 
(13), was auf ein zusätzliches Wasserstoffatom in der nächsten Umgebung (Chpca 5) hindeutet. 
Außerdem ist bei einer Verschiebung von etwa 6,85 ppm schwach ein zusätzliches Signal zu erkennen 
(siehe Abb. 5-77). Dieses ist dem neuen Wasserstoff an Chpca 5 zuzuordnen. Hormaomycin A1 (136) 
(Abb. 5-78) ist also ein Hormaomycinderivat ohne das im Verlauf der Biosynthese durch HrmQ 
angefügte Chlor. Die Tatsache, dass nur das Chlor fehlt, unterstützt die Hypothese, dass HrmQ eine 
singuläre Funktion in der Biosynthese der Chlorhydroxypyrrolcarbonsäure (93) besitzt, und nicht für 
weitere Biosyntheseschritte, wie etwa die N-Hydroxylierung verantwortlich ist. 
 




Abb. 5-77: Ausschnitt aus dem 
1
H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A1 (136) in CD3OD, 700 MHz. 
                                           
Abb. 5-78: Hormaomycin A1 (136). Die Kohlenstoffatome der Startereinheit sind nummeriert. 
 
Hormaomycin A2 (137) 
Das Massenspektrum von Substanz 2 aus Tabelle 5-17 zeigt einen Molekülpeak von m/z=1137,4392. 
Dies impliziert das Fehlen einer Methylgruppe im Vergleich zu Hormaomycin (13) 
(C54H67N10O14ClNacalc=1137,4424). Die MS/MS-Fragmentierung der Substanz (siehe Abb. 5-79) zeigt, 
dass diese Methylgruppe in einer der Aminosäure im Ringsystem fehlen muss, da die Massendifferenz 
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von 14 zu Hormaomycin (13) auch nach Abspaltung der ersten drei Aminosäuren erhalten bleibt 
[(m/z=755 vs. m/z=769 (135)] (vergleiche Abb. 5-75). 
 




H-NMR-Spektrum der Verbindung (siehe Abb. 9-28, Tab. 9-12) lässt durch Zuordnung der 
Signale einen Austausch einer der beiden β-Methylphenylalanine (31) gegen Phenylalanin (35) 
ausschließen, da die charakteristischen Dubletts bei δ=1,36 ppm [(β-Me)Phe II] bzw. δ=1,20 ppm [(β-





NMR-Spektrums (Abb. 9-29) lassen sich im Spinsystem des Isoleucins Verschiebungen bzw. Fehlen 
von Signalen ausmachen. Während die Signale der Wasserstoffe an C2 eine weitgehend ähnliche 
Verschiebung zum Hormaomycin aufweist, zeigt H3 eine Kopplung zu zwei Dubletts bei δ=1,01 ppm 
bzw. δ=0,99 ppm (siehe Abb. 5-80). Das bedeutet, dass C3 mit zwei terminalen Methylgruppen 
verknüpft ist, anstatt mit einer Methylengruppe und einer Methylgruppe wie beim Hormaomycin (13). 
Statt Isoleucin wurde in der Biosynthese die um 1 Methylgruppe kleinere Aminosäure Valin in die 
wachsende Peptidkette eingebaut. Abbildung 5-81 zeigt die Struktur der aufgeklärten Substanz 137. 




Abb. 5-80: Ausschnitt aus dem 
1
H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A2 (137) in CD3OD, 700 MHz. 
 
Abb. 5-81: Hormaomycin A2 (137). Die Kohlenstoffatome des eingebauten Valins sind nummeriert. 
 
Hormaomycin A3 (138) 
Für Substanz 5 aus Tabelle 5-17 wurde eine Molekülmasse von m/z=1108,4833 [M+Na]
+
 detektiert, 
das entspricht einer berechneten Masse eines um 43 Da kleineren Hormaomycins 
(C55H72N9O12ClNacalc=1108,4887). Eine MS/MS-Fragment von m/z=726,417 bestätigt, dass die 
Veränderung am Ringsystem des Hormaomycins (13) vonstatten gegangen sein muß (siehe Abb. 5-82, 
vergleiche Abb. 5-75). 




Abb. 5-82: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin A3 (138) 
Die Analyse des 
1
H-NMR-Spektrums (Abb. 5-83 und 9-30, Tab. 9-13) zeigt, dass charakteristische 
Signale im Hochfeldbereich, wie H3´b des (3-Ncp)Ala (27) I fehlen, und stattdessen Dubletts bei 
δ=0,53 ppm und δ=0,62 ppm im Spektrum erschienen sind. Die beiden Dubletts koppeln mit einem 
Multiplett bei δ=0,48 ppm, dieses Spinsystem stellt also ein Propylensystem mit zwei terminalen 




H-COSY koppelt das Multiplett mit 2 Signalen bei δ=0,72 ppm und 
δ=0,90 ppm, von denen das erstere eine ddd-Aufspaltung hat, also mit 3 chemisch ungleichen H-
Atomen koppelt (siehe Abb. 9-30). Ein Signal bei δ=3,66 ppm und δ=7,80 ppm komplettieren das 
Spinsystem, das zusammengefasst die Seitenkette der Aminosäure Leucin darstellt. Diese hat in 
diesem Analogon also das (3-Ncp)Ala (27) I ersetzt. Abbildung 5-84 zeigt die aufgeklärte Struktur.  
Abb. 5-83: Ausschnitt aus dem 
1
H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A3 (138) in CD3OD, 700 MHz. 





Abb. 5-84: Hormaomycin A3 (138). Die Kohlenstoffatome des eingebauten Leucins sind nummeriert. 
Hormaomycin A4 (139) 
Diese Verbindung zeigt einen Molekülpeak von m/z=1108,4833 [M+Na]
+
, was der gemessenen Masse 
von Hormaomycin A3 (138) (vgl. Abb. 5-82, Tab. 5-17) entspricht. Im Gegensatz zu Hormaomycin 
A3 (138) zeigt die MS/MS-Fragmentierung aber eine gleiche Fragmentgröße des Ringsystems wie 
Hormaomycin (13) [m/z=769,387 (135)] wie ein Vergleich von Abbildung 5-85 mit Abbildung 5-75 
zeigt. Das legt die Vermutung nahe, dass hier (3-Ncp)Ala (27) II gegen Leucin ausgetauscht sein 
könnte. 
 
Abb. 5-85: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum von Hormaomycin A4 (139) in CD3OD, 700 
MHz. 
Eine Analyse des 
1
H-NMR-Spektrums bestätigt dies (vgl. Abb. 9-32, Tab. 9-14). Die Signale von (3-
Ncp)Ala (27) I sind im Spektrum erhalten geblieben, während charakteristische Dupletts bei δ=0,97 
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ppm und δ=1,01 ppm, ein Multiplett bei δ=1,71 ppm (siehe Abb. 5-86) und drei weitere Signale 
analog zu Hormaomycin A3 (138) auf einen Leucylrest hindeuten. In dieser Verbindung ist also das 
(3-Ncp)Ala (27) in der Seitenkette durch Leucin ersetzt worden. Abbildung 5-87 zeigt die aufgeklärte 
Struktur. 
Abb. 5-86: Ausschnitt aus dem 
1
H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A4 (139) in CD3OD, 700 MHz. 
 
 
Abb. 5-87: Hormaomycin A4 (139). Die Kohlenstoffatome des eingebauten Leucins sind nummeriert. 
 




Hormaomycin A5 (140) 
Diese Verbindung hat mit Abstand die größte Retentionszeit des Extraktes (siehe Tab. 5-16), und 
besitzt eine Masse von m/z=1065,5163 [M+Na]
+
. Das bedeutet eine berechnete Massendifferenz von 
43 im Vergleich zu Hormaomycin A3 (138) und A4 (139) und 86 im Vergleich zu Hormaomycin (13) 
(vgl. Tab. 5-17). Die naheliegende Hypothese, dass hier beide Nitrocyclopropylalanine (27) gegen 
Leucin ausgetauscht sind, lässt sich aus einer Analyse der MS/MS- und NMR-Spektren bestätigen 
([C55H75N8O10ClNa]
+
calc=1065,5192). Das Fragment mit der Masse von m/z=726,4175 (Abb. 5-88) 
zeigt, daß das Ringsystem die gleiche Masse wie Hormaomycin A3 (138) besitzt (vgl. Abb. 5-82). 
 
Abb. 5-88: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungspektrum von Hormaomycin A5 (140) in CD3OD, 700 
MHz. 
 
Außerdem sind beide Spinsysteme des Leu I aus Hormaomycin A3 (138) und Leu II aus 
Hormaomycin A4 (139) vorhanden (siehe die Abbildungen 5-89 und 9-33, Tabelle 9-15). 
Hormaomycin A5 (140) ist also ein Hormaomycinderivat mit zwei Leucinen anstellen von (3-Ncp)Ala 
(27). Die Struktur der neu aufgeklärten Substanz zeigt Abbildung 5-90. 
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Abb. 5-89: Ausschnitt aus dem 
1
H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A5 (140) in CD3OD, 700 MHz. 
 
Abb. 5-90: Hormaomycin A5 (140). Die Kohlenstoffatome der eingebauten Leucine sind nummeriert. 
Hormaomycin A6 (141) 
Substanz 4 aus Tabelle 5-17 besitzt eine Masse von m/z=1237,4894 [M+Na]
+
. Das ist eine berechnete 
positive Massendifferenz von 76 im Vergleich zu Hormaomycin (13). Eine Analyse des 
Massenspektrums ergibt eine mögliche Summenformel von C59H75ClN10NaO16 (C59H75ClN10O16 
Nacalc=1237,4949). Es könnte also eine C4H6O2-Einheit an Hormaomycin (13) addiert worden sein. 




Eine MS/MS-Analyse (Abb. 5-91) zeigt Fragmente von m/z=1008 (133), und 1034 (132), wie bei 
Hormaomycin (13) (vgl. Abb. 5-75). Der Lactonring hat also eine unveränderte Größe. Daher sollte 
die Veränderung an der Seitenkette vorliegen. Ein Fragment hat die Masse 1150,4454. [. Das Addukt 









H-NMR-Spektrum der Verbindung zeigt weitgehend eine ähnliche Signalaufspaltung zum 
Hormaomycin (13). Zusätzlich sind einige neue Signale zu erkennen: zwei Dubletts bei δ=5,03 ppm 
und δ=5,13 ppm, die im 1H-1H-COSY-NMR-Spektrum eine Kopplung miteinander zeigen (Abb. 5-
92). Zudem weist die große Kopplungskonstante (
2
J = 15 Hz)
 
der Signale auf eine geminale Kopplung 
der beiden Wasserstoffe hin. Zusammen mit der hohen Tieffeldverschiebung läßt sich auf eine 
isolierte Methylengruppe in elektronenziehender Umgebung schließen. Zwei weitere neue Signale im 
1
H-Spektrum weisen auf eine endständige Ethoxygruppe hin: Das Quartett bei δ=4,29 ppm und das  
charakteristische Triplett bei δ=1,32 ppm koppeln nur miteinander (siehe Abb. 5-92 und Abb. 5-93). 
All diese Informationen zusammengenommen lassen nur eine einzig mögliche Struktur für 
Hormaomycin A6 zu: eine Ethylacetylgruppe ist an das N-Hydroxyl addiert worden. Abbildung 5-94 
zeigt die aufgeklärte Struktur.  
 
 




Abb. 5-92: Ausschnitt aus dem 
1








H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A6 (141) in CD3OD, 700 
MHz. 
 





Abb. 5-94: Hormaomycin A6 (141). Die Kohlenstoffe des neuen Ethylacetylrestes sind nummeriert. 
Die Frage ist hier, ob dieses Derivat ein natürlich produziertes Molekül ist, oder ein 
Aufarbeitungsartefakt. Die Natur des Restes am N-OH lässt auf eine Addition des Extraktionsmittels 
Ethylacetat schließen. Allerdings ist diese äußerst ungewöhnlich, da hier das weniger elektrophile α-C 
des Ethylacetat angegriffen wurde. Ein möglicher Mechanismus wäre eine Reaktion mit einem 
entstandenen N-O-Radikal, das über den Pyrrolring stabilisiert werden könnte. Eine Detektion dieses 
Moleküls in vivo, z.B. durch MALDI-Imaging Massenspektrometrie einer Bakterienkolonie,
271
 würde 
die Identität als Naturstoff bestätigen. 
 
Hormaomycin E1/E2 (40/41) 
Als Molekülmasse der isolierten Substanz 3 aus dem Extrakt wurde m/z=1153,4699 bestimmt (siehe 
Tab. 5-28). Das deutet auf ein hydriertes Hormaomycin (13) hin (C55H71ClN10O14Nacalc=1153,4737). 
Das MS/MS-Fragmentierungsspektrum (Abb. 5-95) zeigt, dass sowohl die  Fragmente bei m/z=852 
(134) und m/z=769 (135) aus 13 (siehe Abb. 5-72) als auch Fragmente bei m/z=771 (Abb. 5-96) und 
m/z=854 vorliegen. Das bedeutet, dass hier ein Gemisch aus zwei Substanzen vorliegt, bei denen 
einerseits in der Seitenkette, andererseits im Ring eine Hydrierung erfolgt ist. Dass hier ein durch die 
angewendeten Methoden nicht trennbares Gemisch vorliegt, bestätigt das 
1
H-NMR-Spektrum. Es sind 
viele Signalüberlagerungen zu sehen (siehe Abb. 9-36, Anhang). Am wahrscheinlichsten ist also, dass 
in dieser Fraktion jeweils eines der Nitrocyclopropylalanine hydriert vorliegt. 
 




Abb. 5-95: Ausschnitt aus dem MS/MS-Fragmentierungsspektrum für Hormaomycin E1/E2 (40,41)      
Die Natur des Restes ist nicht eindeutig zu belegen. Die Analyse des 
1
H-NMR-Spektrums (Abb. 9-37) 
schließt allerdings einen Einbau von 143 aus, einem postulierten Intermediat der (3-Ncp)Ala-
Biosynthese
206
 (vergleiche Abschnitt 5.1, Abb. 5-2),  da im Spektrum kein Signal für das Methin des 
Oxims (um δ=2-3 ppm) zu detektieren ist. Auch kommt eine eingebaute Vorstufe wie 144 nicht in 
Frage, da ebensowenig ein Signal für den tertiären Wasserstoff (um δ=2 ppm) zu detektieren ist.  Die 
wahrscheinlichste Struktur wäre der geöffnete Cyclopropanring, wie er im Nitronorleucin (30) 
vorliegt, das in Fütterungen bereits in 13 eingebaut wurde (vgl. Abb. 3-21, Tab. 3-1).
200
 Daher ist das 
vorliegende Gemisch am ehesten eines aus Hormaomycin E1/E2 (40/41) (Abb. 5-97). Auch diese 
Moleküle könnten Aufarbeitungsartefakte sein. 
 
                 
Abb. 5-96: Im Massenspektrum von Fraktion 3 detektiertes Fragment 142 (m/z=771,403) (hypothetisch), 
mögliche Vorstufen 30, 143 und 144. 





Abb. 5-97: hypothetische Strukturen des isolierten Substanzgemisches Hormaomycin E1 (40) und E2 (41). 
Insgesamt wurden also sechs neue Hormaomycinanaloga isoliert und deren Struktur aufgeklärt. 
Außerdem wurden mit hoher Wahrscheinlichkeit die bereits durch Vorläufer-dirigierte Biosynthese 
erzeugten Hormaomycinderivate E1 und E2 (40,41)
200
 isoliert (siehe Tab. 3-1). Bei letzteren, sowie 
Hormaomycin A6 (141) ist es nicht klar, ob es sich hierbei um natürlich produzierte Substanzen oder 
Artefakte bei der Aufarbeitung handelt. Die biologische Aktivität der isolierten Substanzen sollte 
anschließend von Xiaofeng Cai gegen Arthrobacter crystallopoietes und Streptomyces coelicolor 
A3(2) getestet werden. Die Anzahl und strukturelle Varietät der isolierten Analoga zeigt, dass die 
Hormaomycin-NRPS flexibel auf verschiedene Substrate reagiert. Nicht nur die A-Domänen, aber 
auch die Kondensations- und Thioesterasedomänen des Megaenzyms scheinen eine geringe 
Substratspezifität zu besitzen. Anstelle von (3-Ncp)Ala (27) wird Leucin zu einem gewissen Maß in 
Hormaomycin eingebaut. Genau diese Erkenntnis kann auch aus den Ergebnissen der A-
Domänenassays (siehe Kapitel 5.4.4) abgeleitet werden. Valin, das in Hormaomycin A2 (137) 
eingebaut wird, wird von HrmP2A in vitro sogar bevozugt aktiviert. Die A-Domänenassays sind somit 
sehr gut als Voraussage für zukünftige Mutasynthesestudien geeignet. Fütterungsexperimente von 
Xiaofeng Cai zeigen, dass sich die Ausbeute von Hormaomycin A3-5 (138-140) durch Fütterung des 
Überexpressionsstammes mit Leucin weiter steigern läßt (Ergebnisse unveröffentlicht). Diese 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die NRPS flexibel auf unterschiedliche Substratangebote reagiert.  
Somit sind zur  Bibliothek der Hormaomycine den bereits durch Vorläufer-dirigierte Biosynthese 
gebildeteten Hormaomycinderivaten 36-54 (Tab. 3-1)
62,199,200
 die ersten natürlichen Derivate 
hinzugefügt worden. Die Detektion weiterer putativer Hormaomycine im Überexpressionsextrakt 
durch HPLC und HPLC-MS zeigt, dass es mit einer etwas größeren Fermentationsmenge und 
sensitiven Instrumenten leicht möglich sein wird, weitere neue natürliche Hormaomycine zu isolieren 
und zu testen.  
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5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick 
Im ersten Teil dieser Arbeit (Abschnitte 5.1-5.3) konnten durch heterologe Expressionen von 
Biosynthesegenen des Hormaomycins (13) neue Einsichten in die Biosynthese der Vorstufen 
gewonnen werden. Die Biosynthese der einzigartigen Aminosäure 3-Nitrocyclopropylalanin [(3-
Ncp)Ala] (27) wird hypothetisch aus Lysin (58) durch 4-Hydroxylierung, N-Oxidation und 
Cyclopropylbildung synthetisiert (siehe Abschnitt 5.1).
206
 Im Rahmen dieser Arbeit wurde hrmI durch 
Komplementierung einer knock-out-Mutante der (3-Ncp)Ala-Biosynthese zugewiesen. Mit HrmJ 
wurde durch Xiaofeng Cai ein analoges Ergebnis erzielt. HrmI und HrmJ sind neuartige Enzyme, die 
keine charakterisierten Homologe besitzen. Durch intensive bioinformatische Analysen (PSI-BLAST) 
konnten für HrmI und HrmJ mögliche Funktionen und eine Reaktion in der (3-Ncp)Ala-Biosynthese 
postuliert werden. HrmJ, das putativ den ersten Schritt in der Biosynthese katalysiert, zeigt entfernte 
Homologie zu einer Isoleucinhdyroxylase, einer Fe(II)/α-Ketoglutaratabhängigen Oxygenase. Das 
Enzym wurde in hohen Ausbeuten in E. coli exprimiert und isoliert und wurde in vitro in einem 
Hydroxylierungsassay mit Fe(II), α-Ketoglutarat und Ascorbat eingesetzt. In der HPLC-Analyse des 
Assays konnte ein neuer Peak detektiert werden, der massenspektrometrisch charakterisiert wurde. Die 
gemessene exakte Masse weist auf ein putatives Intermediat in der (3-Ncp)Ala-Biosynthese, ein 
hydroxyliertes Lysin mit terminaler Oximfunktion 60 hin. Weitere Einsichten in die Biosynthese 
konnten bisher nicht erzielt werden. Das Ergebnis des Assays ließ sich, vermutlich aufgrund der 
Oxidationsempfindlichkeit des Enzyms, nicht reproduzieren. Ein nächster Schritt könnte die 
Wiederholung des Assays unter strikt anaeroben Bedingungen sein. Zur Zeit wird das postulierte 
detektierte Produkt in der Arbeitsgruppe Piel chemisch synthetisiert. Nach erfolgter Fertigstellung 
kann diese Substanz als Standard und Vergleichssubstanz dienen und weitere Aufschlüsse über die 
Identität des detektierten Intermediates liefern. Außerdem kann diese Substanz als Substrat für die 
putative Oxidase HrmI eingesetzt werden, die, laut Hypothese, den anschließenden Schritt zur Bildung 
von (3-Ncp)Ala (27) katalysiert.  
Die Biosynthese des 4-Propenylprolins [(4-Pe)Pro] (69) (Abschnitt 5.2) verläuft über die proteinogene 
Aminosäure Tyrosin (70) und L-DOPA (71).
62,226
 Die L-DOPA-Dioxygenase HrmF, die den 
Schlüsselschritt, die Ringöffnung von 71, katalysiert, wurde in dieser Arbeit kinetisch charakterisiert. 
Das Enzym besitzt einen etwa 10-fach kleineren KM-Wert und eine etwa 15-fach höhere katalytische 
Konstante (Kcat) gegenüber dem einzigen charakterisierten Homolog LmbB1 aus der Biosynthese des 
Lincomycins. Hieraus ergibt sich eine fast 160-fach höhere Effektivität für HrmF. Das Enzym ist, 
zusammen mit seiner robusten Expression und der bemerkenswert relaxierten Substratspezifität ein 
guter Kandidat für chemoenzymatische Syntheseansätze.
62
 Mit degenerierten Primern wurde im 
Genom von Streptomyces griseoflavus W-384 nach Homologen zu LmbX, einer putativen C-C-
Hydrolase gesucht, die essentiell für die Biosynthese des (4-Pe)Pro-Analogs im Lincomycin ist. Solch 
ein Enzym ist im hrm-Gencluster nicht kodiert. Allerdings konnte kein korrespondierendes PCR-






 Außerdem wurde die putative SAM-abhängige Methyltransferase 
HrmC mit HrmF coexprimiert. Es konnte aber kein neues Produkt im Extrakt detektiert werden. Das 
Ergebnis zeigt, dass HrmC während der Biosynthese von (4-Pe)Pro (69) wahrscheinlich nicht den 
Reaktionsschritt nach HrmF katalysiert. Die weitere Biosynthese des Propenylprolins (69) bleibt also 
weiterhin ungeklärt. Im zukünftigen Experimenten sollten auch die weiteren putativen 
Biosynthesegene für 69 in verschiedenen Kombinationen mit HrmF coexprimiert werden, um den an 
HrmF anschließenden Schritt in der (4-Pe)Pro-Biosynthese zu bestimmen. Ein weiterer Ansatz ist die 
Deletion von putativen Biosynthesegenen des Hormaomycins in vivo. Erste Deletionsmutanten 
wurden bereits von Xiaofeng Cai konstruiert, mögliche akkumulierte Zwischenprodukte können 
Aufschluß über die Funktion dieser Gene geben. 
Die biosynthetische Startereinheit des Hormaomycins, Chlorhydroxypyrrolcarbonsäure (Chpca) (93), 
wird am freistehenden Peptidylcarrierprotein HrmL ausgehend von Prolin (94) synthetisiert (siehe 
Abschnitt 5.3). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Acyl-CoA-Synthetase HrmK und HrmL in E. 
coli exprimiert und isoliert. Für HrmL wurde eine für die Aktivität notwendige  posttranslationale 
Modifizierung, die 4´-Phosphopanthetheinylierung, massenpektrometrisch nachgewiesen. Die 
Substratspezifität von HrmK wurde in vitro in einem massenspektrometrisch basierten 
Adenylierungsassay charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass das Enzym sehr selektiv Prolin (94) 
adenyliert und strukturelle Analoga von 94 nicht aktiviert werden. Eine Beladung von HrmL mit 
Prolin durch HrmK in vitro konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Für die N-Hydroxylierung des 
Pyrrols ist HrmN ein guter Kandidat. Das Enzym wurde in einem kombinatorischen 
Biosyntheseexperiment in Pseudomonas fluorescens Pf-5, dem Produzenten der Substanz Pyoluteorin 
(115), exprimiert. Eine N-Hydroxylierung der Pyrroleinheit des Pyoluteorins (115) konnte 
massenspektrometrisch aber nicht detektiert werden. Somit bleibt die N-Hydroxylierung, eine in der 
Natur äußerst seltene Modifikation, weiter unaufgeklärt. Um die Biosynthese von Chpca (93) in vitro 
weiter zu untersuchen, müssten, nach erfolgreicher Generierung von Prolyl-HrmL (95), die Acyl-CoA-
Dehydrogenase HrmM, die Halogenase HrmQ und HrmN exprimiert, isoliert, und 95 zugesetzt 
werden. Eine hrmN-Deletionsmutante im Hormaomycinproduzenten wird momentan in der 
Arbeitsgruppe Piel durch Xiaofeng Cai konstruiert, nach erfolgreicher Generierung können eventuell 
akkumulierende Intermediate Aufschluss über die Funktion von HrmN geben. 
Im zweiten Teil der Arbeit (Abschnitt 5.4) wurden die Adenylierungsdomänen (A-Domänen) der 
Hormaomycin-NRPS untersucht, um Einsichten in Substratspezifität der Hormaomycin-NRPS im 
Hinblick auf mutasynthetische Experimente zu gewinnen. Alle A-Domänen wurden heterolog stabil 
exprimiert und isoliert. Nachdem nur eine A-Domäne, HrmP1A, im massenpektrometrisch basierten 
Adenylierungsassay
109
 moderate Aktivität zeigte,
62
 wurden alle A-Domänen mit dem MbtH-artigen 
Protein HrmR coexprimiert. Alle A-Domänen wurden mit HrmR in einem molekularen 1:1-Verhältnis 
eluiert und zeigten in vitro hohe adenylierende Aktivität. Die A-Domänen HrmO1A und HrmO4A 
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aktivieren (3-Ncp)Ala (27) fast quantitativ. Leucin wurde von den getesteten Aminosäuren am 
zweitstärksten aktiviert [etwa 10% von (3-Ncp)Ala (27)]. Die Domänen HrmO3A und HrmP1A 
aktivieren bevorzugt (β-Methyl)phenylalanin [(β-Me)Phe] (31), gefolgt von Phenylalanin (35) [etwa 
10% von 31]. Die Analoga α-Methylphenylalanin (125) und 4-Chlorophenylalanin (124) konnten 
nicht umgesetzt werden. HrmP3A aktiviert bevorzugt das natürliche Substrat (4-Pe)Pro (69), der relativ 
hohe Umsatz von 4-Z-Ethinylprolin (128) (etwa 20% von 69) ist sehr vielversprechend im Hinblick 
auf die erfolgreiche Mutasynthese eines Hormaomycinderivates, das über „Klick-Chemie“ das 
molekulare Target von Hormaomycin (13) binden und aufklären könnte. HrmP2A adenyliert in vitro 
hauptsächlich das bioinformatisch vorausgesagte Substrat Valin, obwohl an dieser Stelle Isoleucin in 
Hormaomycin eingebaut wird. Diese Diskrepanz könnte durch andere Proteinkonformationen in vivo 
oder durch Korrekturfunktionen anderer Enzyme der Hormaomycin-NRPS entstehen. Die 
Enzymfraktionen wurden nach der Isolierung über Ni-NTA-Chromatographie teilweise mit FPLC 
weiter aufgereinigt und erneut getestet. Ungewöhnlich hohe Aktivitäten für einzelne Aminosäuren und 
breitere Hintergrundaktivitäten, mutmaßlich durch Verunreinigungen aus E. coli verursacht, konnten 
durch diesen zusätzlichen Reinigungsschritt reduziert und falsch positive Ergebnisse somit eliminiert 
werden. Die Ergebnisse der A-Domänentests können somit wertvolle Informationen für zukünftige 
Mutasyntheseexperimente am Hormaomycin liefern. In der Arbeitsgruppe Piel ist bereits ein Knock-
Out-System für einzelne Biosynthesegene durch Xiaofeng Cai etabliert. Zukünftig können weitere 
Analoga der Hormaomycinvorstufen synthetisiert und nach erfolgreicher Testung im A-
Domänenassay den jeweiligen Stämmen zugefüttert werden, um neue Hormaomycinanaloga zu 
generieren. 
Die Sequenzen der Hormaomycin A-Domänen zeigen in einigen Fällen eine weitgehende 
Übereinstimmung am N- und C-Terminus (jeweils etwa 200 Aminosäuren). Das legt einen möglichen 
Austausch der zentralen DNA-Abschnitte, und damit der Substratspezifität, durch Rekombination 
während der Evolution nahe. Um diese Hypothese experimentell zu überprüfen, wurden mit Fusions-
PCR fünf rekombinante A-Domänen konstruiert, die alle die N-und C-terminale Sequenz von HrmO3A 
trugen (siehe Abschnitt 5.4.2). Die zentralen Abschnitte wurden einerseits HrmO2A, HrmO4A und 
HrmP2A, (O2fA, O4fA und P2fA), andererseits zwei A-Domänen der NRPS des „calcium-dependent 
antibiotic“ (CDA) aus Streptomyces coelicolor A3(2), entnommen. Alle rekombinanten Enzyme 
ließen sich stabil in E. coli mit HrmR coexprimieren. O2fA, O4fA und P2fA waren aktiv und zeigten die 
gleiche Substratspezifität wie die nativen, die zentralen Abschnitte enthaltenden, A-Domänen. Die 
enzymatische Aktivität war gleich (O4fA) oder nur leicht verringert (O2fA, P2fA). Die Fusionen mit den 
A-Domänenabschnitten von S. coelicolor waren nicht aktiv. Allerdings wurden während der Fusion 
zwei essentielle Aminosäurereste für die Substratbindung nicht ausgetauscht. Eine Mutation dieser 
Aminosäuren oder ein Austausch eines etwas größeren DNA-Abschnitts könnte auch hier zu aktiven 
Enzymen führen. Die erfolgreiche Konstruktion, Expression und Testung von neuen A-Domänen, die 
aus verschiedenen Abschnitten von Hormaomycin-A-Domänen zusammengesetzt wurden, unterstützt 




die Hypothese, dass die Substratspezifität der NRPS in der Evolution durch Rekombination von DNA-
Abschnitten, die die Information für Substratspezifität beinhalten, generiert wurde. Solch ein 
Phänomen ist für Streptomyceten bisher nicht beschrieben worden. Allerdings dürfte die Generierung 
einer rekombinierten Hormaomycin-NRPS mit neuen A-Domänenspezifitäten nicht einfach sein, da 
viele Abschnitte der Module sehr hohe Homologien zeigen, was die gezielte homologe Rekombination 
von Genabschnitten erschwert. Die erfolgreiche Übertragung dieses Konzeptes auf andere NRPS-
Systeme bleibt abzuwarten, da ähnliche Rekombinationen von Spezifitäten bisher fast nur in NRPS 
von Cyanobakterien beobachtet wurden. 
Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit (Kapitel 5.5) wurden die ersten bekannten, natürlich gebildeten 
Analoga des Hormaomycins aus einem Extrakt eines Hormaomycin-Überproduktionsstammes isoliert 
und deren Strukturen mit massenspektrometrischen Methoden und NMR-Experimenten anschließend 
aufgeklärt. Hormaomycin A1 (136) ist ein Deschlorohormaomycin, wogegen in Hormaomycin A2 
(137) Valin statt Isoleucin in das Peptid eingebaut wurde. Hormaomycin A3 (138) und A4 (139) 
tragen jeweils ein Leucin, Hormaomycin A5 (140) zwei Leucine statt (3-Ncp)Ala (27) im Molekül. 
Abbildung 5-98 fasst die Strukturen der Analoga zusammen. Der Einbau der proteinogenen 
Aminosäuren in Hormaomycin A2-5 korrespondierte sehr gut mit den Ergebnissen der A-
Domänentests (vgl. Abschnitt 5.4.4) und demonstriert eindrucksvoll die Anwendbarkeit dieser Tests 
für zukünftige Mutasyntheseexperimente.  
 
Abb. 5-98: Übersicht über die isolierten Hormaomycinderivate A1-A5 
Außerdem wurde ein Gemisch aus zwei Hormaomycinen mit vermutlich offenem Cyclopropanring 
40/41 und ein zusätzliches Addukt mit einer Ethylacetyleinheit am N-Hydroxyl 141 isoliert. Hierbei 
ist nicht geklärt, ob es sich um Naturstoffe oder Artefakte bei der Aufarbeitung handelt. Die 
biologischen Aktivitäten der isolierten Analoga werden weitere Einblicke in die Struktur-
Wirkungsbeziehungen von Hormaomycin (13) geben. Die Detektion weiterer putativer 
Hormao-
mycin 
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Hormaomycine im Überexpressionsextrakt durch HPLC-MS zeigt, dass es mit geeigneten Methoden 
und einer großen Fermentationsmenge möglich sein wird, mehr neue natürliche Hormaomycinanaloga 
zu isolieren und die Substanzbibliothek der Hormaomycine zu erweitern.  
Insgesamt konnten in dieser Arbeit neue Einsichten in die Biosynthese und die Substratspezifitäten der 
NRPS des strukturell komplexen bakteriellen Hormons Hormaomycin (13) gewonnen werden. Die 
bioinformatische Analyse des Genclusters und die teilweise Aufklärung der Biosynthese der Vorstufen 
zeigt interessante und neuartige Biosynthesewege der einzigartigen Vorstufen des Hormaomycins. Die 
weitere biochemische Charakterisierung der Enzyme wird tiefere Einblicke in die katalysierten 
Reaktionen und ihre Mechanismen bringen. Durch die Charakterisierung der A-Domänen wurden 
umfassende Einblicke in die Spezifitäten der Hormaomycin-NRPS gewonnen. Mit dem vorhandenen 
Testsystem können zukünftig zielgerichtete Mutasyntheseexperimente durchgeführt werden, um 
neuartige Hormaomycinderivate zu generieren. Diese könnten verbesserte oder breitere antibiotische 
Eigenschaften oder bessere hormonale Wirkungen besitzen. Unter anderem kann in Zukunft 
Mutasynthese mit einem Alkinylderivat von 69 dazu beitragen, über ein Pull-down-Experiment das 
zelluläre Target und damit den hormonellen Wirkmechanismus von Hormaomycin (13) aufzuklären, 
der an einer Schnittstelle von morphologischer Differenzierung und Produktion von 
Sekundärmetaboliten in Streptomyceten liegt. Die Ergebnisse der Arbeit zeigen außerdem, dass das 
MbtH-artige Protein HrmR mit allen A-Domänen der NRPS interagiert und für die Aktivität benötigt 
wird. Weitere Studien zu den Interaktionsstellen von A-Domänen und weiteren NRPS-Domänen mit 
MbtH-artigen Proteinen wären wünschenswert und würden die Kenntnisse über NRPS und 
kombinatorische Biosynthese weiter vergrößern. Die Hormaomycin-NRPS kann aufgrund der 
flexiblen Austauschbarkeit von Substratpromiskuitäten und der generell relaxierten Substratspezifität 
ein gutes System für zukünftige kombinatorische Biosyntheseexperimente sein. HrmF, aber auch 
HrmI und HrmJ, die Enzyme der (3-Ncp)Ala-Biosynthese, könnten in Zukunft für 
chemoenzymatische Synthesen eingesetzt werden. HrmI und HrmJ sind hier besonders interessant, da 











6 Material und Methoden 
6.1 Vektoren und Organismen 
  6.1 Vektoren 
Zur Lagerung, Subklonierung und Sequenzierung der PCR-Produkte (Tab. 6-1) und zur heterologen 
Expression in E. coli  und Pseudomonas fluorescens Pf-5 (Tab. 6-2) wurden verschiedene Vektoren 
eingesetzt. 




pBluescript II SK(+) 
pGEM-T easy 
Ampicillin (100 µg x mL
-1
) 






Tab. 6-2 Vektoren zur Proteinexpression (Plasmidkarten unter 9.1) 


















Tag: N-terminaler His-Tag 
Promoter:T7 
Induktion: IPTG 0,1-1 mM 
Tag: N-terminaler His-Tag 
Promoter:T7 
Induktion: IPTG 0,1-1 mM 
Tag: N-terminaler His-Tag 
Promoter:T7 
Induktion: IPTG 0,1-1 mM 
Promoter:T7 
Induktion: IPTG 0,1-1 mM 
 
Kanamycin  









Kanamycin                     

























Tab. 6-3: Verwendete Ausgangsvektoren zur Expression von hrmC, F, J 
Vektor Bestandteile Resistenz(verwendete 
Konzentrationen) 




pBluescript II SK(+), hrmC 
pBluescript II SK(+), hrmF 
pBluescript II SK(+), hrmJ 
Ampicillin (100 µg x mL
-1
)        Daniel Flachshaar 
Ampicillin (100 µg x mL
-1
)        Daniel Flachshaar 
Ampicillin (100 µg x mL
-1
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  6.1.2 Organismen 
Zur Lagerung von Ligationen, Plasmiden und Konstrukten wurde E. coli XL-1 blue, zur heterologen 
Proteinexpression E. coli BL21 (DE3) verwendet. Zur heterologen Expression von hrmN diente 
Pseudomonas fluorescens Pf-5. Streptomyces griseoflavus W-384 wurde für die Isolierung von 
Hormaomycin fermentiert, als Testorganismus für die Komplementierung von Hormaomycin  diente 
Arthrobacter crystallopoietes. Für die Amplifizierung von Teilen der CDA-A-Domänen wurde 
Streptomyces coelicolor A3(2) kultiviert. Eine Übersicht ist in Tabelle 6-3 aufgeführt. 
Tab. 6-4: Übersicht über die eingesetzten Organismen 
Stamm Genotyp Herkunft 
E. coli XL-1 Blue  
 
E. coli BL21 (DE3) 
Pseudomonas fluorescens Pf-5 
Streptomyces griseoflavus W-384 
Streptomyces griseoflavus W-384 Δ hrmI 
Arthrobacter crystallopoietes 
Streptomyces coelicolor A3(2) 
recA1, endA1, gyrA96, thi‐1, hsdR17, supE44,  
relA1, lac [F
-
























6.2 Medien und Puffer 
  6.2.1 Nährmedien 
Die folgenden  Medien wurden für die feste und flüssige Kultivierung von Bakterien eingesetzt.  Für 
alle Nährmedien außer dem Production Medium wurde demineralisiertes Wasser (dH2O) verwendet. 
Die Nährmedien wurden durch Autoklavieren sterilisiert. Trugen die zu kultivierenden Bakterien ein 
Plasmid, so wurde das entsprechende Antibiotikum für die Selektion hinzugegeben (Tab. 6-1, 6-2). 
LB‐Medium (Luria Bertani):273 
10 g x L
‐1
  NaCl                                                                                                                                                  
5 g x L
‐1
  Hefeextrakt                                                                                                                                 
10 g x L
‐1
  Trypton                                                                                                                                    
15 g x L
‐1
  Agar 
pH = 7,4 (NaOH) 
Das Flüssigmedium wurde ohne Agar angesetzt. 
2xYT‐Medium (Kieser):15 
5 g x L
‐1
  NaCl                                                                                                                                           
10 g x L
‐1
  Hefeextrakt                                                                                                                               
16 g x L
‐1
  Trypton 
 




TB‐Medium (Terrific broth):274 
12 g  Trypton                                                                                                                                             
24 g  Hefeextrakt                                                                                                                                         
4 mL  Glycerin 
ad 900 mL dH2O 
Nach dem Autoklavieren wurden 100 mL einer sterilen Lösung mit 0.17 M KH2PO4 und 0.72 M 
K2HPO4 (pH=7,2) zugegeben. 
KB-Medium (King`s broth B):
275 
20 g x L
‐1
  Pepton                                                                                                                                     
1,5 g x L
‐1  
 K2SO4                                                                                                                                         
1,5 g x L
‐1 
 MgCl2                                                                                                                                      





20 g x L
‐1 
 D-(-)-Mannitol                                                                                                                          
20 g x L
‐1 
 Sojamehl                                                                                                                                  
20 g x L
‐1 
 Fleischextrakt                                                                                                                             
2 g x L
‐1 
 NaCl                                                                                                                                                  
0.3 g x L
‐1 
 L-Valin                                                                                                                                    
0.5 g x L
‐1 
 ZnSO4 x 6 H2O 
pH = 7,3 
NM10:
200 




D-(-)-Mannitol                                                                                                                           
3 g x L
‐1
 L-Asparagin                                                                                                                                 
1 g x L
‐1
  K2HPO4                                                                                                                                       
25 g x L
‐1  
NaCl                                                                                                                                          
50 mg x L
‐1 
 MgSO4 x 7 H2O                                                                                                                    
50 mg x L
‐1 
 CaCl2 x 2 H2O                                                                                                                      
420 mg x L
‐
1 CH3COONa                                                                                                                       
100 mg x L
‐1   
meso-Inosit                                                                                                                           
10 mL x L
‐1 
 Spurenelementelösung  (siehe untern)                                                                                                         
1 mL x L
‐1 
 Vitaminlösung (siehe unten) 
Spurenelementelösung:
200 
8 g x L
‐1 
 CaCl2 x 2 H2O                                                                                                                              
5 g x L
‐1 
 MnCl2 x 2 H2O                                                                                                                           
50 mg x L
‐1 
 ZnCl2                                                                                                                                     
50 mg x L
‐1 
 CuCl2 x 2 H2O                                                                                                                      
50 mg x L
‐1 
 FeCl3 x 6 H2O 
Vitaminlösung:
200 
1 g x L
‐1 
 Thiamin-HCl                                                                                                                             
1,2 g x L
‐1 
 Calcium-D-(+)-Panthotenat                                                                                                        
1 g x L
‐1 
 Flavin-Mononucleotid                                                                                                                 
2,3 g x L
‐1 
 Nicotinsäure                                                                                                                            
12 g x L
‐1 
 Pyridoxin-HCl                                                                                                                        
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200 mg x L
‐1 
 p-Aminobenzoat                                                                                                                  
100 mg x L
‐1 
 Vitamin B12                                                                                                                           
10 mg x L
‐1 
 Folsäure                                                                                                                                            





4 g x L
‐1 
 Glucose                                                                                                                                        
4 g x L
‐1 
 Hefeextrakt                                                                                                                                   
10 g x L
‐1 
 Malzextrakt                                                                                                                                 
2 g x L
‐1 
 CaCO3                                                                                                                                           
12 g x L
‐1 
 Agar 
pH = 7,4 
Production medium:
57 
10 g x L
‐1 
 D-Mannitol                                                                                                                                
20 g x L
‐1 
 Fleischextrakt                                                                                                                           
20 g x L
‐1 
 Sojamehl                                                                                                                                    
0.5 g x L
‐1 
 ZnSO4 x 6 H2O 
1 L Leitungswasser, pH = 7,2 
TSB medium:
15 
30 g x L
‐1  
Tryptic Soy Broth 
 
  6.2.2 Puffer 
In den Experimenten fanden folgende Puffer Verwendung. Lösungsmittel war in allen Fällen 
demineralisiertes Wasser. Weitere verwendete Puffer sind bei den jeweiligen Methoden verzeichnet. 
TE‐Puffer:277 
10 mM   Tris                                                                                                                                                
1 mM    EDTA 
pH = 8,0 (HCl) 
STE-Puffer:
277 
1 mM    EDTA                                                                                                                                      
10 mM   Tris                                                                                                                                     
100 mM   NaCl 
pH = 8,0 (HCl) 
TAE‐Puffer (50x):277 
0,12 % (v/v)   Eisessig                                                                                                                                
0,48 % (w/v)   Tris                                                                                                                                       
1 mM    EDTA 
pH = 8,0 (HCl) 




Der Puffer wurde vor Gebrauch mit demineralisiertem Wasser zum 1 x TAE Puffer verdünnt. 
Lysepuffer:
260 
25 mM   NaHPO4                                                                                                                                        
500 mM   NaCl                                                                                                                                 
10 mM   Imidazol                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   
10% (v/v)   Glycerin 
pH = 8,0 (HCl) 
Waschpuffer:
260 
25 mM   NaHPO4                                                                                                                                       
500 mM   NaCl                                                                                                                                             
40 mM   Imidazol                                                                                                                                          
10% (v/v)   Glycerin 
pH = 8,0 (HCl) 
Elutionspuffer:
260 
25 mM   NaHPO4                                                                                                                                             
500 mM       NaCl                                                                                                                                           
50 mM ‐ 250 mM  Imidazol                                                                                                                         
10% (v/v)              Glycerin 
pH = 8,0 (HCl) 
Assaypuffer:
 
25 mM   NaHPO4                                                                                                                                           
100 mM   NaCl                                                                                                                                              
10% (v/v)   Glycerin 
pH = 8,0 (HCl) 
 
6.3 Mikrobiologische Techniken 
    6.3.1 Stammhaltung in Kryokulturen 
Zur Lagerung von Bakterienstämmen bei -80 °C wurden Gefrierkulturen angelegt. Hierfür wurde die 
unter geeigneten Bedingungen (siehe 6.3.2) aufgezogene Bakterienkultur unter sterilen Bedingungen 
mit dem gleichen Volumenanteil einer sterilen 30% (v/v) Glycerinlösung versetzt. Die entstandene 
Glycerinkultur wurde in ein Kryoröhrchen gefüllt und bei -80 °C gelagert. 
    6.3.2 Kultivierung von Bakterien 
Die verwendeten Bakterien wurden unter folgenden Bedingungen (in Flüssigkultur oder auf 
Agarplatten mit dem entsprechenden Medium) kultiviert. Zusätzliche Parameter sind direkt zu den 
jeweiligen Experimenten aufgeführt. 
                                                                                                                            6 Material und Methoden 
129 
  
Tab. 6-5: Kultivierungsbedingungen der verwendeten Bakterien 
Stamm Medium 








E.coli XL-1 Blue 
E.coli BL21(DE3) 
Pseudomonas fluorescens Pf 5 
Streptomyces griseoflavus W-384 
 
Streptomyces griseoflavus W-384 ΔhrmI 
Streptomyces coelicolor A3(2) 
LB  




















   
  6.3.3 Konzentrationsbestimmung von Bakterienkulturen 
Das Wachstum einer Bakterienkultur lässt sich durch die Erhöhung der optischen Dichte bei 600 nm 
(OD600) verfolgen. Kulturen wurden photometrisch gegen das jeweilige sterile Medium als Referenz 
vermessen. 
  6.3.4 Transformation 
Transformation ist das Einbringen von DNA in einen Organismus. In dieser Arbeit wurden chemische 
(Hitzeschocktransformation)  und elektrische Transformation (Elektroporation) angewendet. Vor der 
Transformation mussten elektrisch bzw. chemisch kompetente Zellen hergestellt werden (siehe Kap. 
6.3.4.1 und 6.3.4.3), um DNA aufnehmen zu können.  
    6.3.4.1 Herstellung elektrisch kompetenter Zellen 
Es wurde eine Übernachtkultur (5 mL) hergestellt und mit einem Zahnstocher, der in die 
Bakterienkultur gehalten wurde, beimpft. Am nächsten Morgen wurde die Übernachtkultur in 200 mL 
LB-Medium überführt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 200 rpm
 
kultiviert. Wenn die OD600 von 0,4 
erreicht war, wurden die Zellen abzentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 5 min) und der Überstand verworfen. 
Von nun an wurde auf Eis weitergearbeitet. Die Zellen wurden nun aufeinanderfolgend in steriler 
Umgebung mit 200 mL, 100 mL und 50 mL kaltem 10% (v/v) Glycerin gewaschen. Zwischen den 
Waschschritten wurde bei 4 °C, 5000 rpm für 5 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die 
Zellen wurden im letzten Schritt in 1 mL 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und in vorgekühlte 1,5 mL 
Reaktionsgefäße zu 70 µl ausaliquotiert. Die Zellen wurden in flüssigem N2 schockgefroren und bis 
zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 
    6.3.4.2 Elektroporation 
 Zu 70 µl auf Eis aufgetauten, elektrokompetenten Zellen (siehe 6.3.4.1) wurden 1-3 µl eines 
Ligationsansatzes bzw. 0.1-1 µl eines oder mehrerer Plasmide hinzugegeben und in eine eisgekühlte, 
sterile  Elektroporationsküvette (Schichtdicke 2 mm) überführt. Das Gemisch wurde in einem 




Elektroporator (Programm Ec 2) einer kurzzeitigen Spannung von 2,5 kV ausgesetzt. Danach wurde 1 
mL LB-Medium zugegeben, das Gemisch wieder in ein 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt und 1 h bei 
37 °C und 200 rpm inkubiert. Die Zellsuspension wurde auf Selektivagar ausplattiert und über Nacht 
bei 37 °C kultiviert. 
    6.3.4.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen 
Es wurde eine Übernachtkultur (5 mL) (siehe 6.3.4.1) hergestellt  und am nächsten Morgen in 200 mL 
LB-Medium überführt.  Die Zellen wurden bei 37 °C und 200 min
-1 
kultiviert. Wenn die OD600 von 0,4 
erreicht war, wurden die Zellen abzentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 5 min) und der Überstand verworfen. 
Von nun an wurde auf Eis weitergearbeitet. Das Pellet wurde in 25 mL eiskaltem TFB I (Tab. 6‐6) 
resuspendiert. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 5 min) und in 4 mL TFB II 
(Tab. 6‐6) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu 100 μL aliquotiert und nach dem Schockfrieren 
in flüssigem N2 bei ‐80 °C gelagert. 









30 mM Kaliumacetat  
10 mM CaCl2  
100 mM KCl 
50 mM MnCl2  
15% (v/v) Glycerin 
 
10 mM MOPS (steril filtriert)  
75 mM CaCl2 
10 mM KCl  
15% (v/v) Glycerin  
 
     6.3.4.4 Chemische Transformation 
Zu einem Aliquot auf Eis aufgetauten, chemisch kompetenten Zellen wurden bis zu 10 µl der Ligation 
oder der Plasmide gegeben und 20 min inkubiert. Die Zellen wurden für 90 s bei 42 °C einem 
Hitzeschock ausgesetzt. Anschließend wurde 1 mL LB-Medium hinzugefügt und und das Gemisch 
wurde erneute 2 min auf Eis gelagert. Nach einer Schüttelinkubation für  1 h bei 37 °C und 250 rpm 
wurde die Zellsuspension auf Selektivagar ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
  6.3.5 Blau/Weiß-Selektion auf transformierte positive Klone 
Die Plasmide zur Lagerung und Sequenzierung von PCR‐Fragmenten (Tab. 6‐1) geben die 
Möglichkeit, nach der Transformation nicht nur transformierte von nicht transformierten Klonen zu 
unterscheiden, sondern auch die Klone zu erkennen, die im transformierten Plasmid DNA 
aufgenommen haben. Dies geschieht über die Lokalisation der MCS im Reportergen lacZ 
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(IPTG‐induzierbar). Eine Ligation von DNA in dieses Gen bedeutet eine Destruktion des Gens, 
welches die β‐Galactosidase kodiert. β‐Galactosidase hydrolysiert X‐Gal zu Galactose und einem 
blauen, wasserunlöslichen Indigo‐Farbstoff. Eine positive Insertion in die MCS kann daher durch die 
Färbung der Zellen sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden die Transformanden aus Kapitel 6.3.3 
wie beschrieben auf Selektivagar ausplattiert. Die Agarplatten wurden zuvor mit 40 μL einer 20 
mg/mL X‐Gal‐Lösung in Dimethylformamid sowie mit 40 μL einer 20 mg/mL Isopropyl-β-D-1-
thiogalacto-pyranosid-(IPTG)‐Lösung imprägniert. Nach der Inkubation färbten sich transformierte 
Zellen, deren Plasmide Fremd‐DNA aufgenommen haben, weiß und transformierte Zellen, deren 
Plasmid kein Insert tragen, blau. 
 
6.4 Molekularbiologische Techniken 
  6.4.1  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR ist eine Methode zur selektiven Amplifikation von DNA. Als Template wurden die 
genomische DNA von Streptomyces griseoflavus W-384, Streptomyces coelicolor A3(2) und 
Pseudomomas fluorescens Pf-5, zur Kontrolle der Klonierung aber auch Expressionsplasmide wie 
pCDF DUET, pHIS-8 oder pME6041 verwendet.  In Tabelle 6-7 ist ein üblicher Reaktionsansatz 
dargestellt. Die verwendeten Primer sind in den Tabellen 6-10 - 6-15 aufgelistet. 








5 bzw. 10 µl 
ad 50 µl 
dNTP (10 mM) 
Templat-DNA 
DNA-Polymerase (5 U/μL) 
Vorwärtsprimer (50 µM) 
Rückwärtsprimer (50 µM) 
DMSO 
Puffer (10x bzw. 5x) 
ddH2O 
 
Für unterschiedliche Amplifizierungsexperimente wurden verschiedene DNA-Polymerasen verwendet. 
Zur Überprüfung von Plasmiden und zur Kolonie-PCR diente die Taq-DNA-Polymerase (0,25 µl), als 
Puffer wurde der mitgelieferte 10x-Reaktionspuffer verwendet.  Für die Amplifikation von DNA für 
Klonierungen wurde die Expand High Fidelity PLUS DNA-Polymerase (0,5 µl, 5 U/μL) eingesetzt. 
Diese besitzt eine 3`‐5`‐Exonucleaseaktivität, wodurch die Fehlerrate minimiert wird. Als Puffer 
wurde der mitgelieferte 5x-Reaktionspuffer verwendet. Die Reaktionsansätze wurden zur 
Amplifikation in einem Thermocycler (Biometra) plaziert und einem Temperaturprogramm ausgesetzt 
(Tab. 6-8). 




Tab. 6-8: Temperaturprogramm für die PCR 


























     6.4.1.1 Kolonie-PCR 
Die Kolonie-PCR diente zur Überprüfung von Bakterienkolonien auf Agarplatten auf enthaltenes 
Insert. Hier dienten ganze Zellen als Templat enthaltende Matrix. Diese Prozedur war mit einer 
erheblichen Zeitersparnis verbunden, da die Schritte der Übernachtkultur und Plasmidisolation 
entfielen. Allerdings waren die Störanfälligkeit und die Möglichkeit, falsch positive Ergebnisse zu 
erzielen, aufgrund von Verunreinigunen stark erhöht. Daher wurde diese Methode nur in speziellen 
Fällen zur Überprüfung von Klonierungen eingesetzt. Anstatt von genomischer DNA wurden mit 
einem Zahnstocher Bakterienzellen von einer Agarplatte zum Reaktionsansatz gegeben. Der einzige 
Unterschied zur PCR (Kap. 6.4.1) bestand in einer Erhöhung der anfänglichen Denaturierungszeit von 
2 auf 10 Minuten. Dadurch wurden die Zellen aufgeschlossen und die enthaltene DNA als Templat 
freigesetzt. 
     6.4.1.2 Fusions-PCR 
Zur Konstruktion von neuartigen A-Domänen wurde die Methode der Fusions-PCR verwendet. Hierzu 
wurden zunächst PCR-Produkte mit DNA-Überhängen von 20 bp zum für die Fusion vorgesehenen 
DNA-Fragment generiert (Tab. 6-8). Es wurden jeweils 0,5 µL der zu fusionierenden, aufgereinigten 
(siehe 6.4.1.4) DNA-Abschnitte hinzugegeben. Ansonsten war der PCR-Ansatz wie in Tab. 6-7 
zusammengesetzt. Als Polymerase wurde die Expand High Fidelity PLUS DNA-Polymerase (0,5 µl, 5 
U/μL) verwendet. Die eingesetzten Primer waren sogenannte „nested primer“ (O3nested F+R, siehe 
Tab. 6-12).  Die DNA-Fragmente mit komplementären Überhangen wurden dann mit einer speziell 
optimierten PCR-Methode nach Szewczyk et al.
261
 fusioniert. Dabei wurde die Elongationszeit 
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Tab.6-9: Temperaturprogramm für die Fusions-PCR 





















































 6.4.1.3 verwendete Oligonucleotide (Primer) 
Für die Amplifikation,  Klonierung, und Sequenzierung wurden spezifische Primer konstruiert. Für die 
Suche nach dem lmbX-Homolog wurden dagegen degenerierte Primer entworfen. Bei Primern, die zur 
einfachen Klonierung in einen Expressionsvektor verwendet wurden, wurden Restriktions-
schnittstellen zur In Frame-Klonierung angefügt. Als Templat diente genomische DNA von Bakterien 
oder Plasmide. Die Primer wurden in lyophilisierter Form von der Fa. Invitrogen bezogen. Die 
Oligonucleotide wurden in TE-Puffer (siehe 6.2.2 )gelöst, um eine 500 µM Stammlösung zu erhalten. 
Aliquots wurden dann für die PCR mit dd-H2O 1:10 verdünnt. In den Tabellen 6-10 - 6-15 sind alle in 
dieser Arbeit verwendeten Primer und ihre Funktion aufgeführt. 
Tab. 6-10: Primer zur heterologen Expression von Hormaomycin-Biosynthesegenen in E. coli. Eingeführte 
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. 
Primer- 
name 














































Tab. 6-11: Primer zur heterologen Expression der Hormaomycin A-Domänen in E. coli. Eingeführte 
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. 





















R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCTGCGGCGTACG  
 
F: AAAGAATTCGGCGACGTCGACGTCCTG   
R: AAAAAGCTTTCATTCCTCGCGGGCGTCGCG  
 
F: AAAGAATTCGGCCGGCTGGACGTCGTC   
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCCGCGGTGTGCG   
 
F: AAAGAATTCCTGAATCTTGACATCGTCACTG  
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCTGCGGCGTACG   
 
F: AAAGAATTCGGCCGGCTGGACGTCGT  
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCTGCGCGGTACGCG   
 
F: AAACAATTGGGCCGCATCGACCTGGTC   
R: AAAAAGCTTTCACTCCTCCTGCGCCGGTACG  
 
F: AAAGAATTCGGTTCCGTCGGGCTGTTGT   





Tab. 6-12: Primer zur Konstruktion der fusionierten A-Domänen. Eingeführte Restriktionsschnittstellen sind 
unterstrichen. Komplementäre Überhänge sind kursiv markiert. 
Primer- 
name 
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Tab. 6-13: Primer zur heterologen Expression in Pseudomonas fluorescens Pf-5. Eingefügte 
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.  
















Tab. 6-14: Primer zur Sequenzierung im Expressionsvektor 
Primername Primersequenz (5' → 3') Templat 
  DUET for 
  pME for 








Tab. 6-15: Primer zur Suche nach einem lmbX-Homolog in S. griseoflavus W-384 













     6.4.1.4 Reinigung von PCR-Produkten 
Die PCR-Produkte wurden vor ihrer weiteren Verwendung mit dem PCR-Purification Kit der Firma 
Fermentas aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. 
  6.4.2 DNA-Isolierung 
      6.4.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA  
Zur Isolierung von Plasmiden aus Bakterien wurde eine Übernachtkultur (5 mL) angesetzt. Am 
nächsten Tag wurden 1,5 mL der Kultur in ein Reaktionsgefäß überführt und die Zellen für 30 s bei 
10000 x g abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 200 µl Puffer 1 (Tab. 6-
16) resuspendiert. Nachdem ca. 5 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde, wurden möglichst schnell 
hintereinander 200 µl Puffer 2 (Tab. 6-16) und 200 µl Puffer 3 (Tab. 6-16) hinzugefügt, wobei 
zwischendurch kräftig geschüttelt wurde. Anschließend wurde 3 min bei 18000 x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, in dem 500 µl Chloroform vorgelegt war. Das 
Gemisch wurde kräftig geschüttelt und 5 min bei 18000 x g zentrifugiert. Anschließend wurde die 
obere Phase vorsichtig in ein neues Reaktionsgefäß überführt, in dem 350 µl Isopropanol vorgelegt 
war. Das Gemisch wurde in einer Kühlzentrifuge bei 4 °C (18000 x g) für 20-30 min zentrifugiert. 




Anschließend wurde der Überstand vorsichtig verworfen und das Pellet für 5 min mit eiskaltem 70% 
Ethanol gewaschen (4 °C, 18000 x g). Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet in der 
Speedvac getrocknet. Anschließend wurde die Plasmid-DNA in 50 µl TE-Puffer oder dH2O gelöst und 
bei -20 °C gelagert. 










50 mM Tris 
10 mM EDTA 
pH=8,0 (HCl) 
100 μg x mL
‐1
 RNase A, gelöst in 
TE‐Puffer* 
200 mM NaOH 
1 % (w/v) SDS 
3 M Kaliumacetat 
pH=5,5 (KOH) 
*10 mg RNase A wurden in 1 mL TE‐Puffer gelöst, 1 min bei 99 °C gekocht und zu 99 mL der autoklavierten 
Lösung gegeben 
      6.4.2.2 Isolierung von genomischer DNA aus Pseudomonas 
Eine Übernachtkultur (5 mL) wurde zentrifugiert (10000 x g, 5 min) und in 500 µl STE-Puffer und 5 
mg/mL Lysozym resuspendiert. Der Ansatz wurde bei 37 °C 3 h geschüttelt. Es wurden 250 µl 2% 
Natriumdodecylsulfat (SDS) zugegeben und gründlich gemischt. Es wurde bei 37 °C 30 min 
geschüttelt. Anschließend wurden 250 µl Phenol-Chloroform-Lösung hinzugegeben und 30 s 
gründlich gemischt. Diese Mixtur wurde 10 min bei 18000 x g zentrifugiert. 600 µl des Überstands 
wurden vorsichtig in ein Reaktionsgefäß überführt, in dem eine Mischung aus 600 µl Isopropanol und 
60 µl 3M Natriumacetat pH 5,5 vorgelegt war. Das Gemisch wurde 2 min bei 10000 x g zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 µl eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und 
etwa 1 h getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 50 µl TE-Puffer gelöst und bei -20 °C gelagert. 
      6.4.2.3 Isolierung von genomischer DNA aus Streptomyces 
Es wurde wie in Kapitel 6.4.2.2 verfahren, nur dass anstelle von 250 µl 2% SDS 500 µl 10% SDS und 
gleichzeitig 100 µl 3M Natriumacetat zugegeben wurden. Das Natriumacetat wurde im weiteren 
Verlauf nicht mehr hinzugegeben. 
  6.4.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese diente einerseits zur Analytik von PCR, Plasmiden und 
Restriktionsspaltungen, außerdem wurde sie zur Isolierung von DNA-Fragmenten eingesetzt. 
Üblicherweise wurde 1% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer (siehe 6.2.2) durch Erhitzen in der 
Mikrowelle gelöst. Nach Abkühlen auf etwa 70 °C wurde 0,1 μg x mL‐1 Ethidiumbromid 
hinzugegeben. Die Agaroselösung wurde in einen Träger gegossen, ein Probenkamm eingesetzt und 
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nach dem Aushärten in eine Elektrophoresekammer plaziert. Als Laufrmittel diente 1x TAE-Puffer. 
Vor der Probenauftragung wurde die DNA mit 10x Färbelösung (0,5 mg x mL‐
1
  Bromphenolblau, 0,5 
mg x mL‐
1
  Xylencyanol, 0,5 mg x mL‐
1
 Orange G, 400 mg x mL‐
1
 Sucrose) versetzt. Nach dem 
Auftragen in die Probentaschen wurde eine Spannung von 100-120 V angelegt. Als Referenz zur 
Größen- und Konzentrationsbestimmung dienten 2 µl eines DNA-Markers der Firma Roth (100 bp 
extended oder 1 kB) oder 6 µl des 1 kBplus Markers der Firma Fermentas. Eine Auswertung der 
Banden erfolgte unter UV-Licht.  
  6.4.4 DNA-Isolierung aus Agarosegelen 
Für die präparative Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde eine 1% Agaroselösung 
hergestellt (siehe 6.4.3). Anstelle von Ethidiumbromid wurden 1 µl x 50 mL
-1
 Gel Green (Biotium) 
zugegeben, um eine Interkalation in die DNA zu vermeiden. Die Gelelektrophorese wurde analog zu 
6.4.3 durchgeführt. Die Auswertung und das Ausschneiden der Banden mit einem Skalpell geschah 
unter blauem Licht, um Mutationen durch UV-Licht zu vermeiden. Die Agarosestücke mit den 
gewünschten DNA-Banden wurden in ein 2 mL Reaktionsgefäß überführt und mit einem DNA-
Extraction-Kit der Firma Fermentas entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt. Eine Elution der 
DNA erfolgte je nach gewünschter Konzentration mit 30-50 µl Elutionspuffer, die Isolierung wurde 
durch Auftragen von 1-4 µl der Probe auf ein Agarosegel kontrolliert. Die isolierten Fragmente 
wurden bei -20 °C gelagert.  
  6.4.5 Sequenzierung 
Um die Richtigkeit der amplifizierten und klonierten DNA zu überprüfen, wurden die entstandenen 
Konstrukte von der Firma GATC Biotech sequenziert. Bei Subklonierungen wurde das T/A-Konstrukt 
(siehe Kap. 6.4.9.1) sequenziert, sonst wurde im Expressionsvektor sequenziert. Tab. 6-17 zeigt, 
welche Sequenzierprimer im jeweiligen Vektor verwendet wurden. 
 
Tab. 6-17: Übersicht über die verwendeten Sequenzierprimer 























   




  6.4.6 Restriktionspaltung von DNA 
Zur  Restriktion von DNA wurden verschiedene Restriktionsendonukleasen vom Typ II verwendet. 
Die Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs und Jena Bioscience bezogen und nach 
Herstellerangaben verwendet. Restriktionsspaltungen wurden zur Analytik von Klonierungen, 
Plasmiden und Fusionen durchgeführt, hierfür wurden 1-2 µl DNA verwendet. Hier war eine 
Inkubationszeit von 0,5-2 h ausreichend. Die gespaltene DNA konnte mittels Agarose-
gelelektrophorese (siehe 6.4.3) analysiert werden. Für die präparative Vorbereitung von 
Klonierungsfragmenten wurden 15-40 µl DNA eingesetzt. Um die DNA möglichst vollständig zu 
spalten, wurde für mindestens 3 h inkubiert und bei 65 °C für 10 min inaktiviert. Nach eventueller 
Dephosphorylierung (siehe 6.4.7) wurde die DNA dann aus Agarosegelen isoliert (siehe 6.4.4). 
  6.4.7  Dephosphorylierung von Vektoren 
Vor der Klonierung wurden die mit Restriktionsenzymen linearisierten Plasmide an ihrem 5‘-Ende 
dephosphoryliert, um eine Religation zu vermeiden. Hierfür wurde das Enzym Antarctic Phosphatase 
(NEB) benutzt. Zu 40-50 µl eines präparativen inaktivierten Restrinktionsansatzes wurden 5-6 µl des 
mitgelieferten Reaktionspuffers und 1-2 µl der Phosphatase gegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei 
37°C inkubiert und danach bei 65 °C für 10 min inaktiviert. Das Plasmid wurde dann mit einem PCR-
Aufreinigungs-Kit (siehe 6.4.1.4) oder über ein Agarosegel (siehe 6.4.4) aufgereinigt und bei -20 °C 
gelagert. 
  6.4.8  Ligation 
Ligation von kompatiblen DNA-Enden wurde mit dem Enzym T4-Ligase von der Firma Jenapharm 
durchgeführt. Üblicherweise wurde ein 10 µl-Ansatz vorbereitet. 1 µl Ligase und 1 µl Reaktionspuffer 
wurden vorgelegt. Es wurden insgesamt 8 µl Vektor und zu klonierendes Insert hinzugegeben, wobei 
die Verhältnisse variieren konnten. Es wurde darauf geachtet, dass das Konzentrationsverhältnis 
Insert:Vektor in etwa 5:1 betrug. Es wurde über Nacht (mindestens 5 h) bei 16 °C oder 4 °C inkubiert. 
Anschließend wurde die Reaktion für 10 min bei 65 °C inaktiviert und in den die gewünschten 
kompetenten Bakterienzellen transfomiert (siehe 6.3.3). 
  6.4.9  Klonierung von Plasmiden 
      6.4.9.1 T/A-Klonierung von PCR-Fragmenten  
Das T/A-Klonieren von DNA erlaubt einen einfachen Einbau in ein Plasmid und anschließende 
Detektion der positiven Kolonien durch Blau/Weiß-Selektion (siehe 6.3.4). Hierfür muss zunächst ein 
3´dTTP-Überhang nach Restriktion des Vektors kreiert werden. Dieser wird dann mit dem PCR-
Produkt, welches durch die Aktivität der verwendeten DNA-Polymerasen 3`dATP-Überhänge besitzt, 
ligiert. Als Vektoren zur Aufnahme der PCR‐Produkte wurden die Vektoren pGEM‐T Easy und 
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pBluescript SK(+) verwendet. pGEM‐T Easy war bereits geschnitten und besaß an den 3´‐Enden 
dTTP‐Überhänge, so daß die Ligation direkt erfolgen konnte. Der Vektor pBluescript SK(+) musste 
für die T/A‐Klonierung vorbereitet werden (siehe 6.4.9.1.1). 
    6.4.9.1.1  Konstruktion eines T/A-Klonierungsvektors
278 
Für die Generierung von glatten Enden in  pBluescript SK(+) wurde das Enzym EcoRV ausgewählt, 
da die Schnittstelle in der multiple cloning site (MCS) liegt, und das System somit für Blau/Weiß-
Selektion auf positive Klone geeignet ist (siehe 6.3.4).  
Der Vektor pBluescript II SK(+) wurde in einem präparativen Ansatz mit EcoRV geschnitten, die 
Inkubation erfolgte 2 h bei 37 °C (siehe 6.4.6). Anschließend wurde das Enzym bei 80 °C für 20 min 
inaktiviert. Es wurden 1 U/µg Plasmid/20 µl Volumen Taq-Polymerase und dTTP in einer 
Endkonzentration von 2 mM hinzugegeben und bei 70 °C für 2 h inkubiert. Nach der Zugabe von 100 
µl Chloroform würde kräftig geschüttelt und bei 18000 x g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde in ein Reaktionsgefäß überführt, in dem 70 µl Isopropanol vorgelegt waren. Es wurde wieder 
kräftig geschüttelt und anschließend bei 18000 x g für 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet mit 200 µl eiskaltem Ethanol für 5 min bei 18000 x g 
gewaschen. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet in einer Speedvac getrocknet. 
Das Pellet wurde dann in 10 µl dH2O gelöst. Der fertige T/A-Vektor wurde bei -20 °C gelagert. 
     6.4.9.1.2 T/A-Klonierung 
Für die T/A-Klonierung mit pGEM-T Easy wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Für 
die T/A-Klonierung in pBluescript II SK(+) wurde das aufgereinigte PCR-Fragment und der T/A-
Vektor mit der T4-Ligase ligiert (siehe 6.4.8), transformiert  (siehe 6.3.3), positive Kolonien mit 
Blau/Weiß-Selektion detektiert (siehe 6.3.4) und sequenziert (siehe 6.4.5). Eine Übersicht über die 













Tab. 6-18: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten T/A-Konstrukte 





















































    
6.4.9.2 Klonierung von in vitro-Expressionskonstrukten in E. coli 
Für die heterologe Expression in E. coli wurden A-Domänen und Biosynthesegene in die 
Expressionsvektoren pHIS8 und pET28 kloniert (siehe Tab. 6-2). Die Plasmide tragen einen N-
terminalen His-Tag aus 6-8 Histidinen, der bei der Expression endständig an das Protein angefügt 
wird, und die selektive Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie ermöglicht (siehe 
6.5.4). Es ergab sich folgendes Klonierungsschema: Die gewünschten Proteine oder Domänen wurden 
mit spezifischen Primern amplifiziert (siehe 6.4.1), aufgereinigt (siehe 6.4.1.4) und entweder mit 
einem TA-Vektor subkloniert (siehe 6.4.9.1) und sequenziert (siehe 6.4.5) oder direkt in den 
Expressionsvektor kloniert. Für die einfache Klonierung in den Expressionsvektor wurden das zu 
klonierende Gen und der Expressionsvektor mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten (siehe 
6.4.6), das Plasmid wurde danach noch dephosphoryliert (siehe 6.4.7). Es erfolgte die Ligation (siehe 
6.4.8), Transformation in E. coli XL-1 blue (siehe 6.3.3), Screening auf positive Kolonien und 
eventuelle Sequenzierung. Von positiven Klonen wurde eine Gefrierkultur angelegt (siehe 6.3.1), die 
Plasmide wurden für die Proteinexpression in E. coli BL21 (DE3) transformiert. Eine Übersicht der 
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Tab. 6-19: Übersicht über die in dieser Arbeit klonierten Expressionskonstrukte 
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    6.4.9.3 Konstruktion von Coexpressionsstämmen in E. coli 
Um mehrere Proteine gleichzeitig in E. coli zu exprimieren, wurden Coexpressionsstämme durch 
Elektroporation hergestellt. Jeweils 1 µl einer Plasmidpräparation der beiden zusammen zu 
exprimierenden Konstrukte wurden in E. coli BL21 (DE3) transformiert und auf Doppelselektivagar 
ausplattiert. Gewachsene Kolonien trugen beide Plasmide in sich, sie wurden flüssig kultiviert und 










Tab. 6-20: Übersicht über die in dieser Arbeit konstruierten Coexpressionsstämme 


















































































































    6.4.9.4 Klonierung von in vivo-Expressionskonstrukten in Pseudomonas fluorescens Pf-5   
 hrmN wurde zusammen mit einem Promoter der Pyoluteorinbiosynthese im Plasmid pME 6041 (Tab. 
6-2) exprimiert. Der Promoter wurde aus pMC12 (Tab. 6-18) mit KpnI und EcoRI ausgeschnitten. 
hrmN wurde aus pMC9 mit KpnI und SacI ausgeschnitten. Beide Fragmente wurden mit 
Dreipunktligation in pME6041, das mit EcoRI  und SacI linearisiert war, eingefügt. Das Konstrukt 
wurde pMC15 genannt. Ein Klonierungsschema befindet sich in Abbildung 5-37.       
                       
6.5  Proteinexpression, Proteinreinigung und Proteinanalytik 
  6.5.1 Alignments zur Festlegung des Leserahmens 
Die Adenylierungsdomänen der NRPS enthalten als katalytische Untereinheiten eines Megaenzyms 
weder Start- noch Stopcodon. Zur korrekten Proteinexpression wurden daher Alignments mit anderen 
NRPS-A-Domänen mit dem Programm Bioedit durchgeführt. Generell musste bei der Klonierung in 
den Expressionsvektor (siehe 6.4.9.2) darauf geachtet werden, dass das zu exprimierende Protein bzw. 
Domäne im Leserahmen zum Histidintag eingefügt wurde. 
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  6.5.2 Proteinexpression 
Dieses Kapitel stellt die allgemeine Vorgehensweise bei einer heterologen Proteinüberexpression dar, 
etwaige Änderungen vom Protokoll sind im Ergebnisteil in den jeweiligen Kapiteln nachzulesen. Von 
einer Agarplatte oder einer Gefrierkultur wurde eine Übernachtkultur des jeweiligen 
Expressionsstammes angesetzt. Am nächsten Morgen wurde die Kultur in 100-200 mL Medium 
(Testexpression) bzw. 500 mL - 1 L Medium überführt. Der Kolben hatte mindesten das doppelte 
Volumen wie die Kultur. Wenn möglich wurde ein Erlenmeyerkolben mit Schikane benutzt, um die 
Sauerstoffzufuhr für die Zellen zu erhöhen. Als Expressionsmedien wurden hauptsächlich 2xYT und 
TB verwendet (siehe 6.2.1). Die Bakterienkultur wurde bei 37 °C, 250 rpm bis zu einer OD600 von 0,6-
0,8 (2xYT), bzw. 1,2-1,5 (TB) wachsen gelassen. Die Kultur wurde auf ca. 16 °C abgekühlt und die 
Proteinexpression mit 0,5-1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert. Nach der Induktion wurde die 
Kultur für 16-20 h bei 16 °C und 250 rpm inkubiert. Danach wurde die Kultur bei 5000 x g und 4 °C 
pelletiert. Der Überstand wurde aufgrund der intrazellulären Konzentration der Proteine verworfen, die 
Zellen wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
  6.5.3 Zellaufschluss 
Für die in vitro-Untersuchungen von überexprimierten Proteinen wurde das Zellpellet aus Kapitel 
6.5.2 im Lysepuffer für die His‐Tag-Aufreinigung (siehe 6.2.2) resuspendiert (ca. 2,5 mL pro g 
Zellpellet) und bei allen folgenden Schritten möglichst auf Eis oder bei 4 °C weiterbehandelt. Die 
Zellen wurden dann im Ultraschallhomogenisator einem Leistungseintrag von 50 W und einer 
Frequenz von 40 Hz für 10 s ausgesetzt. Die Beschallung wurde je nach Zellzahl 5 bis 10 Mal 
wiederholt, wobei zwischen jeder Wiederholung für 10 s auf Eis gekühlt wurde. Daraufhin wurden die 
unlöslichen von den gelösten Bestandteilen durch Zentrifugation bei 15000 g für 30 min voneinander 
getrennt. 
  6.5.4 Aufreinigung von His-Tag-Fusionsproteinen 
Zur selektiven Aufreinigung von überexprimierten His-Tag-Fusionsproteinen wurde Ni-NTA-Agarose 
verwendet. Der Überstand der aufgeschlossenen und zentrifugierten Expressionskulturen (6.5.3) 
wurde mit 200-1000 µl Ni-NTA-Agarose versetzt und auf Eis für 1 h bei 100 min
-1 
inkubiert. Die 
Suspension wurde auf eine Polyprepsäule gegeben und mit 2-25 mL Lysepuffer und 2-25 mL 
Waschpuffer (siehe 6.2.2) gewaschen. Die Elution erfolgte entweder fraktioniert über eine ansteigende 
Imidazolkonzentration im Elutionspuffer (50-300 mM) oder stoßweise mit 300 mM Imidazol im 
Elutionspuffer. Das Volumen der Elutionsfraktionen betrug zwischen 250 µl und 2,5 mL und wurde 
der zu erwartenden Proteinkonzentration und dem anschließenden Experiment angepaßt. Allen 
Fraktionen (Überstand, Durchlauf, Waschen und Elutionen) wurde 20 µl Lösung entnommen und für 
die anschließende SDS-PAGE-Analytik (siehe 6.5.7) gelagert. 




  6.5.5 Entsalzung und Aufkonzentrierung von Proteinen 
Zur Entsalzung und Umpufferung von Proteinfraktionen wurden PD10-desalting-Columns der Firma 
GE verwendet. Es wurde nach den „gravity protocol“ entsprechend den Herstellerangaben gearbeitet. 
Zur Aufkonzentrierung von Proteinfraktionen wurden Vivaspin 500 Zentrifugationskonzentratoren der 
Firma Sartorius benutzt und entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Diese enthalten eine 
vertikale Membran verschiedener spezifischer Molekulargewichtsausschlussgrößen (MWCO). Die 
jeweils gewählte MWCO war dabei maximal halb so groß wie die entsprechende Proteingröße. 
  6.5.6 TCA-Präzipitation 
Bei sehr schwach konzentrierten Proteinfraktionen, die per SDS-PAGE (6.5.7) analysiert werden 
sollten, wurde eine Fällung des Gesamtproteins mit Trichloressigsäure (TCA) vorgenommen. Die 
Probe wurde mit 1/10 (v/v) 72% (w/v) TCA versetzt und 10 min bei RT stehen gelassen. Danach 
wurde 10 min bei 18000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgeenommen und der 
Rückstand in 10 µL 1M Tris-HCl pH 8,5 aufgenommen. 
  6.5.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Analytik von Proteinexpressionen und –aufreinigungen wurde die SDS-PAGE verwendet. Dabei 
wurden Proben aus den Abschnitten 6.5.4, 6.5.5 und 6.5.6 in einem Volumen von 1:1 mit 2xSDS-
Probenpuffer (100 mM Tris; 200 mM DTT; 4% (w/v) SDS; 0,2% (w/v) Bromphenolblau; 20% (v/v) 
Glycerin) versetzt, gemischt und bei 95 °C für 5 min denaturiert.Danach wurde wieder gemischt und 
die Proben für 1 min zentrifugiert (10000 x g).  Bei Proteinexpressionen wurde auch das Zellpellet aus 
Kap. 6.5.3 mit Lysepuffer versetzt, 30 s gemischt, und analog behandelt, um unlösliches Protein zu 
detektieren.  
Die Trennung der Proteine wurde in einem vertikalen Multigel Elektrophoresesystem durchgeführt. Es 
kamen Gele in Konzentrationen von 12 bis 20% (v/v) Polyacrylamid:Bisacrylamid zum Einsatz und 
wurden nach der Literatur hergestellt.
285
 Zuerst wurde das Trenngel angesetzt und zwischen zwei 
Glasplatten gegossen, die mit Klammern fixiert und durch ein Gummi dreiseitig abgedichtet waren. 
Damit an der Grenzschicht zum späteren Sammelgel eine horizontale, gerade Fläche entstand, wurde 
das Trenngel mit Isopropanol überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt 
und das 5% (v/v) Polyacrylamid:Bisacrylamid-Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Kamm 
eingesetzt. Das fertige Gel wurde in einer Elektrophoresekammer befestigt und mit SDS‐Laufpuffer 
(25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS) überschichtet. Bei der Dokumentation von 
Expressionen von MbtH-artigen Proteinen wurde in der SDS-PAGE statt dem gängigen Laemmli-
Laufpuffer mit Glycin ein Puffersystem aus Tris/Tricin
279
 verwendet werden. Tricin besitzt einen 
anderen pKs-Wert als Glycin und ändert die Auflösung von kleinen Proteinen in der Elektrophorese. 
Die kleinen Proteine laufen nicht mehr mit der Färbemittelfront aus dem Gel mit. Das Gel wurde hier 
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von oben mit Kathodenpuffer (100 mM Tris pH 8,25, 100 mM Tricin, 0,1% SDS) überschichtet, in die 
untere Pufferkammer wurde Anodenpuffer (200 mM Tris pH 8,9) gegeben.  
Die Proben wurden in die Taschen überführt. Bei der Verwendung von kleinen Taschen wurde ein 
Volumen von 10 bis 12 μL und bei der Verwendung von großen Taschen ein Volumen von 20 bis 30 
μL der Probe eingefüllt. Zur späteren Analyse kamen Proteinmarker zum Einsatz, die Proteine 
definierter Größe beinhalten. Verwendet wurden dabei der Roti‐Mark‐Standard (Firma Roth), wovon 3 
μL aufgetragen wurden, sowie der Broad‐Range‐Marker (Firma NEB), wovon 8 bis 10 μL aufgetragen 
wurden. Die Proteine wurden durch das Anlegen einer Spannung von 90-120 V nach ihrer Größe 
getrennt. Nach Beendingung der Elektrophorese konnten die Proteinbanden durch Färbung mit 
Coomassie-Blau sichtbar gemacht werden. Das Gel der SDS‐PAGE wurde nach der 
elektrophoretischen Trennung in die Coomassie Färbelösung (10% (v/v) Eisessig; 30% (v/v) 
Methanol; 0,25% (w/v) Brilliant‐Blau R250) gegeben und für 30 min auf einem Schüttler bei 
Raumtemperatur gefärbt. Als Alternative wurde in einigen Fällen die Färbung in der Mikrowelle 
vorgenommen. Dabei wurde die Färbelösung kurz aufgekocht und für weitere 5 min auf dem Schüttler 
platziert. Nach der Färbung wurde kurz mit destilliertem Wasser gespült und die Entfärber‐Lösung 
(10% (v/v) Eisessig; 30% (v/v) Methanol) auf das Gel gegeben. Das Gel wurde auf dem Schüttler mit 
einem Zellstofftuch enttfärbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren. Zur Dokumentation schloss 
sich eine Trocknung in Cellophan‐Folie mit 1 mL Glycerin an. 
  6.5.8 Proteinkonzentrationsbestimmung 
    6.5.8.1 Bradford-Test  
Die Konzentration von Proteinfraktionen wurde mit dem modifizierten Bradfordassay
280
  bestimmt. 
Der Test beruht auf dem klassischen Bradford‐Verfahren zur Proteinbestimmung. Die Methode basiert 
auf einer Komplexbildung zwischen dem Farbstoff Coomassie‐Brilliant‐Blue G 250 und dem Protein, 
wobei sich die Farbe des Farbstoffs von rot nach blau ändert. Die proteingebundene, blaue Form 
besitzt ein Absorptionsmaximum bei 595 nm, während die ungebundene, rote Form bei 450 nm ein 
Absorptionsmaximum aufweist. Die photometrische Messung der Absorption bei 595 nm lieferte eine 
Standardkurve, die keine Linearität aufweist. Die Linearität ergibt sich, wenn jede Probe bei 590 und 
bei 450 nm vermessen wird und der Quotient OD590nm und OD450nm gegen die Konzentration 
aufgetragen wird. Hierzu wurden 2 mL 5 x Roti‐Nanoquant (Fa. Roth) mit 8 mL destilliertem Wasser 
verdünnt. 100 μL dieser Arbeitslösung wurden mit 25 μl der Proteinlösung in Mikroküvetten gut 
vermischt und eine Bestimmung der Absorption bei 590 und 450 nm vorgenommen. Die 
Proteinmenge wurde  anhand einer Kalibriergeraden bestimmt, die mit BSA als Standardprotein 
erstellt wurde (Abb. 6‐1). Die Messung erfolgte gegen Wasser als Referenzwert. Für die Erstellung der 
BSA‐Kalibriergeraden und der Probemessung wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Die 




Proben wurden vor der Messung verdünnt, sodass die resultierenden Messwerte im linearen Bereich 
der Kalibriergeraden liegen. 
 
Abb. 6-1: BSA-Kalibriergerade für den Bradford-Test 
    6.5.8.2 SDS-PAGE-Absorptionsmessungen 
Für die Konzentrationsmessungen von Proteinkomplexen (A-Domäne und MbtH-Protein) wurde die 
Proteinkonzentration über eine Absorptionsmessung der Proteinbanden auf den SDS‐PAGE Gelen 
verifiziert. Hierzu wurden SDS‐PAGE Gele angefertigt, die neben den unbekannten Proben 
BSA‐Proteinproben bekannter Konzentration enthielten. Die Software des Geldokumentationssystems 
Genius (Syngene) wandelte die Absorptionsmessungen der Banden in Peaks um. Aus den Flächen 
unter den Peaks konnte dann über eine Kalibrierkurve der bekannten BSA‐Proben die Konzentration 
der unbekannten Proben errechnet werden (Abb. 6‐2). 
 
Abb. 6-2: Kalibriergerade zur Messung der Konzentration unbekannter Proteinproben am 
Geldokumentationssytem Genius 
y = 0,0276x + 0,4911 
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  6.5.9 Massenspektrometrische Untersuchung von Proteinen 
Einige Proteine wurden massenspektrometrisch per MALDI-TOF-TOF-MS untersucht. Dazu mußte 
die Probe entsalzt und konzentriert vorliegen.  
      6.5.9.1 Probenvorbereitung 
Die Proteinprobe wurde zunächst in das Vivaspin‐Röhrchen (siehe 6.5.5) überführt und bei 15000 x g 
für 15 min zentrifugiert. Für die Entsalzung der Probe wurde zum Retentat 300 μL 50% Acetonitril 
hinzugefügt und bei 15000 x g für 15 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde 5‐10 Mal 
wiederholt. Das entsalzte Retentat wurde in den Messungen eingesetzt. 
      6.5.9.2 Massenspektrometrie von Proteinen 
Mit den konzentrierten Proteinproben wurden matrix‐assisted laser desorption/ionization – time of 
flight‐Massenspektrometrie-(MALDI‐TOF‐MS)Messungen durchgeführt Die Proben wurden mit 
einem Bruker autoflex II TOF/TOF analysiert, wobei es sich bei der verwendeten Matrix um HCCA 
(α‐Cyano‐4‐hydroxyzimtsäure) oder DHAP (2,5‐Dihydroxyacetophenon) handelte. Die Probe wurde 
auf die Matrix gegeben, mit konzentrierter TFA gewaschen und anschließend vermessen.  
  6.5.10 Proteinaufreinigung mit FPLC 
Die weitere Aufreinigung von Elutionsfraktionen der Ni-NTA-Aufreinigung (siehe 6.5.4) wurde an 
einer Äkta-FPLC (GE-Healthcare) vorgenommen. Es wurde eine SepharoseQ-FF-Säule (1 mL) und 
eine 2 mL-Probenschleife verwendet. Es wurde ein Stufengradient mit Puffer A (50 mM Tris-HCl, pH 
8,0) und Puffer B (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1M NaCl) benutzt. Nach der Probenaufgabe (ca. 1 mL 
einer Proteinelution in Assaypuffer) wurde mit 5 Säulenvolumen 10% B gewaschen, und schrittweise 
mit 5 Säulenvolumen 20% B, 5 Säulenvolumen 30% B, 5 Säulenvolumen 40% B und 5 
Säulenvolumen 80% B eluiert. Die Fraktionsgröße betrug 1 mL. Nach Analyse der Fraktionen der 
größten Peaks mit Bradford-Test (siehe 6.5.8.1) wurden die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, 
gesammelt und mit Vivaspin-Röhrchen entsalzt und aufkonzentriert (siehe 6.5.5). Die übrigen 
Fraktionen mit Proteingehalt wurden TCA-präzipitiert (6.5.6) und zusammen mit den Fraktionen mit 
Zielprotein per SDS-PAGE (siehe 6.5.7) analysiert. 
  6.5.11 Lagerung von Proteinen 
Proteine wurden, um die Aktivität über längere Zeit zu erhalten, mit einer Tropfpipette vorsichtig in 
flüssiges N2 getropft. Dabei musste der Proteinpuffer mindestens 10% Glycerin enthalten. Die 
gefrorenen Kügelchen wurden bei -80°C gelagert und bei Bedarf auf Eis aufgetaut. 
 





  6.6.1 [γ-18O4]-ATP-Assay 
      6.6.1.1 Durchführung des Assays 
Pro getesteter Aminosäure wurde ein Ansatz angefertigt. Die Versuche wurden in 200 µL-
Reaktionsgefäßen durchgeführt. Ein Ansatz umfasste folgende Komponenten: 
‐ 2 μl Lösung 1: 3 mM γ18O4‐ATP, 15 mM MgCl2 in 20 mM Tris-HCl pH 7,5 
‐ 2 μl Lösung 2: 3 mM einer Test-Aminosäure, 15 mM Na-Pyrophosphat (PPi) in 20 mM Tris-HCl pH 
7,5 
‐ 2 μl des konzentrierten Enzyms in Assaypuffer 
Die Positivkontrolle für die Messung enthielt 2 μl Lösung 2 der aktivierten Aminosäure, 2 μl 3 mM 
γ16O4‐ATP, 15 mM MgCl2 in 20 mM Tris-HCl pH 7,5 und 2 μl der des Enzyms. Die Negativkontrolle 
enthielt 2 μl Lösung 2 der aktivierten Aminosäure, 2 μl der Lösung 1 und 2 μl des Assaypuffers. Nach 
2 h Inkubation bei RT wurde der Assay durch die Zugabe von 6 μl einer Lösung von 9-Aminoacridin 
in Aceton (10 mg x mL
-1
) gestoppt. 
      6.6.1.2 Massenspektrometrische Analytik des Assays 
Für die Analytik des [γ-18O4]-ATP-Assays wurden MALDI‐TOF‐MS-Messungen (siehe 6.5.9.2) 
durchgeführt. Alle Messungen wurden mit einem Bruker autoflex II TOF/TOF durchgeführt. Vor der 
Analyse wurde 1 μl der Proben/Matrix‐Mischung auf ein Edelstahl‐MALDI‐Target aufgetragen. Die 
Massenspektren wurden im Negativmodus im Bereich von 450 bis 1200 m/z aufgenommen. Die 
Massenspektren für die ATP‐PPi‐Austauschanalyse wurden aufgenommen, indem 100 
aufeinanderfolgende Laserstöße gemittelt wurden. Die Spektren wurden mit Hilfe der Bruker Compass 
Data Analysis Software der Firma Bruker Daltonic GmbH ausgewertet. Um den prozentualen 
Austausch zu errechnen, wurde folgende Formel angewendet: 





O) bezeichnet die Summe der Integrale der Peaks bei m/z: 506, 508, 510, 512, 514, 528, 530, 




das Integral des Peaks bei m/z: 506. Die Aktivierung wurde dann wie folgt 
berechnet:  
Prozent Aktivierung: x 100 
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Da die molare Gleichgewichtsrate von unmarkiertem PPi zu γ‐18O4‐ATP unter Assay‐Bedingungen 5:1 
ist, entsprechen 83,33 % gemessener Austausch 100 % Aktivierung. 
  6.6.2 Assays zur Bildung von (3-Ncp)Ala aus Lysin 
      6.6.2.1 Assay von HrmJ 
Es wurden 100 mM Stammlösungen von α-Ketoglutarsäure, Ascorbinsäure, DTT, FeSO4, und Lysin 
(alle gelöst in dH2O) hergestellt. Eine typische Assaymixtur bestand aus 1 mM Lysin, 1 mM DTT, 1 
mM α-Ketoglutarsäure, 1 mM Ascorbinsäure, 0,5 mM FeSO4 und 1 mM HrmJ in 100 mM 
Phosphatpuffer, pH 7,5, oder pH 8. Das Reaktionsvolumen betrug 500 µL. Der Assay wurde 3 h bei 
RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 µL eiskaltem Ethanol gestoppt. 
      6.6.2.2 Derivatisierung der Aminosäuren 
Es wurden 50 µL der zu derivatisierenden Aminosäure oder der Assaylösung aus Abschnitt 6.6.2 mit 
50 µL Dansylchlorid (1,5 mg x mL
-1
 in Acetonitril) und 50 µL Li2CO3 (80 mM,  pH 10) vermischt und 
unter Lichtausschluß 1 h bei RT inkubiert.
215
 Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 µL  einer 2% 
Ethylaminlösung gestoppt und 1 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde mit HPLC 
(siehe 6.6.2.3) analysiert. 
      6.6.2.3 HPLC-Analytik der Assays 




30 min 59% Ammoniumformiat (9 mM, pH 3,4), 41 % Acetonitril, 1 mL x min-1. 




Säule: C18 250x4 mm Knauer 5 µm 
Methode 2:
215 
30 min 80 % KH2PO4 (0,1 mM, pH 7,5), 20 % Acetonitril. 
Der Fluß betrug 1 mL x min
-1
. 
Säule: C18 250x4 mm Knauer 5 µm 
Die Proben wurden auf einer analytischen HPLC von Jasco (siehe 6.7.3) analysiert. 




  6.6.3 Kinetische Charakterisierung von HrmF 
Isoliertes HrmF aus der Überexpression von pMC6 wurde in 100 mM Phosphatpuffer überführt (siehe 
6.5.5) und mit L-DOPA in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Ein typischer Assay nach 
Colabroy et al.
227
 bestand aus 25 µL Enzym (1,3 µM, 10 µM L-DOPA und 10 µM Ascorbinsäure in 
500 µL Phosphatpuffer (100 µM, pH 8). Die Enzymaktivität wurde 30 min durch die Änderung der 
Absorption bei 413 nm an einem BioMate 3 Photometer (Thermo) verfolgt. Es bildete sich ein gelb 
gefärbtes Reaktionsprodukt (ε=20.300±890 M-1 cm-1). Die kinetischen Parameter wurden ermittelt, 
indem die linearen Änderungsraten der Absorptionen gegen die Substratkonzentration aufgetragen 
wurden und mit dem Hanes-Woolf-Diagramm linearisiert wurden. Die Michaelis-Menten-Kurve 
wurde mit dem Programm GraphPad Prism 4 errechnet. 
  6.6.4  PCP-Beladungsassay von HrmK/HrmL 
Eine typische Assay-Mixtur bestand aus 5 mM Prolin, 5 mM ATP, 10 mM MgCl2, 5 mM 
Tris(2‐carboxyethyl)phosphonhydrochlorid (TCEP), 2,4 mM HrmL und 0,2 mM HrmK in 20 mM 
Tris, pH 7,5. Das Reaktionsvolumen betrug 500 µL. Die Reaktion wurde 1 h bei RT inkubiert. 
Anschließend wurde mit Vivapin 5K MWCO aufkonzentriert (siehe 6.5.9.1) und mit dH2O 
gewaschen, um die Probe für die Massenspektrometrie vorzubereiten. Die entsalzten Proteine wurden 
mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie (siehe 6.5.9.2) analysiert. 
 
6.7 In vivo-Proteinexpression und Analytik 
    6.7.1 In vivo-Proteinexpression von Biosynthesegenen 
Für Expressionen in E. coli wurde analog zu Abschnitt 6.5.2 verfahren. Die Größe der 
Expressionskulturen betrug 300 mL. Pseudomonas fluorescens Pf-5 wurde bei 30 °C kultiviert (siehe 
6.3.2). Die Größe der Kulturen betrug 50 mL. Eine Induktion der Proteinexpression war hier nicht 
nötig, da der Pyoluteorinpromoter während der Pyoluteorinbiosynthese induziert werden sollte. Es 
wurden vier verschiedene Kulturen (und Negativkontrollen) parallel angesetzt und nach verschiedenen 
Zeitpunkten (43 h, 51 h, 66 h, 76 h) aufgearbeitet.  
    6.7.2 Aufarbeitung der Zellen und Extraktion 
Die Aufarbeitung der Überexpessionen von HrmF und HrmC in E. coli erfolgte nach Rüthlein.
233
  Die 
Zellen wurden nach der Expression zentrifugiert (4 °C, 3600 rpm, 30 min), mit 50 mL steriler NaCl-
Lösung gewaschen und in 150 mL KH2PO4/K2HPO4-Puffer (100 mM, pH 8.0) resuspendiert. Von nun 
an wurde unter Lichtausschluß gearbeitet. Es wurde 11 mM (Endkonzentration) L-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) hinzugegeben, und 1 h. bei 16 °C inkubiert. Anschließend wurden 
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die Zellen wieder abzentrifugiert (3600 rpm, 10 min) und der gelb gefärbte Überstand abgenommen 
und gefriergetrocknet. Der Extrakt wurde in Methanol gelöst und mit HPLC-MS (Methode CF, siehe 
6.7.3) analysiert. 
Die Zellkultur der Überexpression von HrmJ in E. coli wurde zunächst auf Eis und unter Rühren 5 
Minuten per Ultraschall aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden dann bei 3600 rpm 30 Minuten 
abzentrifugiert und der Überstand gefriergetrocknet. Der trockene Extrakt wurde in 10 mL dH2O 
gelöst, mit Dansylchlorid derivatisiert (siehe 6.6.2.3) und mit HPLC analysiert (siehe 6.6.2.4). 
Die Aufarbeitung der Expressionen in Pseudomonas fluorescens Pf-5 erfolgte nach Sarniguet et al.
258
 
Die Zellen wurden zentrifugiert (5000 x g, 5 min) und das Zellpellet wurde in 10 mL Aceton 
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (10000 x g, 10 min) und der Überstand wurde 
gesammelt. Der Kulturüberstand wurde mit 1 M HCl auf pH 2.0 eingestellt und 3 mal mit 50 mL 
Ethylacetat extrahiert. Alle organischen Phasen wurden vereint und das Lösungsmittel unter 
vermindertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in 4 mL Methanol aufgenommen und mit HPLC 
(siehe 6.7.3) und HPLC, gekoppelt mit hochauflösender Massenspektrometrie [HPLC-HRMS (siehe 
6.7.4) (Methode N)],  analysiert.  
  6.7.3  HPLC-Analytik von Enzymexpressionen  
Die Analyse von Enzymassays mittels HPLC wurde auf einer computergesteuerten Anlage der Firma 
Jasco (Darmstadt)  mit einem zugehörigen MD‐2015 Multiwavelength Detektor von Jasco 
durchgeführt. Zur Auswertung der Messergebnisse wurde das Programm ChromPass (Jasco) 
verwendet. 
Methode N:                                                          
Minute %Acetonitril (+0,1% 
TFA) 

















    6.7.4  HPLC-HRMS von Enzymexpressionen 
Für die HPLC‐massenspektrometrischen  Untersuchungen (HPLC-MS) war ein micrOQ‐TOF‐ 
Flugzeitspektrometer der Fa. Bruker Daltonik GmbH (Bremen) mit Apollo‐ESI‐Quelle mit einer 
HPLC‐Anlage Agilent‐1200‐Serie gekoppelt. Das System wurde mit der HyStar Software (Bruker) 
gesteuert. Die Kalibrierung erfolgte intern mit Natriumformiat. Die Genauigkeit der Massen-




bestimmung lag bei 5 ppm (exakte Masse). Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software 
Data Analysis der Firma Bruker. Als HPLC-Methoden wurden die Methoden aus 6.7.3 verwendet. 
6.8 Fermentation von Streptomyces griseoflavus W-384  
Es wurde eine Vorkultur in 50 mL NM6 (siehe 6.2.1) angesetzt und bei 180 rpm und 27 °C für 48 h 
kultiviert. Die Vorkultur wurde dann in einem sterilen Labfors  10 L Fermenter mit 1,5 L NM10 (siehe 
6.2.1) versetzt und für 72 h bei 27 °C, einem pH von 6.5 und einer Luftzufuhr von 1.6 vvm 
fermentiert. Zur Erhöhung der Ausbeute wurden nach 24 h über 10 Stunden 3 mmol Pyrrol-2-
carbonsäure, gelöst in 75 mL sterilem Wasser, zur Kulturbrühe gepumpt. Durch Zentrifugation wurde 
das Mycel vom Medium getrennt, letzteres wurde, da es kein Hormaomycin enthielt, verworfen. Das 
Mycel wurde nach Lyophilisation und Mörsern mit 3x 450 mL Ethylacetat extrahiert. Nach Abrotieren 
des Lösungsmittels wurde mit kaltem Pentan gewaschen. Der trockene Rohxtrakt wurde in 
Methanol/Acetonitril (1:1, 6,75 mg x mL
-1
) gelöst und über eine präparative HPLC-Anlage der Firma 
Knauer aufgetrennt. Als Säule wurde eine Knauer Eurospher 100 C-18, 7 µm, 250 x 16 mm 
verwendet. Die Flußrate betrug 14 mL x min
-1
. Pro Lauf wurden 750 µL injiziert. 
HPLC-Methode Streptomyces: 


























6.9 Analytik des hrmB-Überexpressionsextraktes 
  6.9.1 Analytische und präparative Auftrennung des Extraktes 
Der Extrakt der hrmB-Überexpression wurde in Neapel/Italien auf einer Varian Prostar 210 HPLC, 
ausgesattet  mit einem Varian Prostar 325 UV-Vis-Detektor (273 nm) zunächst mit einer semipräparativen 
Säule (C18, 25x10 cm, 5 µm) aufgetrennt. Die Trennung war isokratisch (Acetonitril/H2O 75:25+ 
0,1% TFA; 4 mL/min). Der Extrakt wurde im Laufmittel mit einer Konzentration von 18,75 mg/mL 
gelöst. Pro Lauf wurden 800 µL injiziert. Alle Fraktionen wurden gesammelt und das Lösungsmittel 
unter  vermindertem Druck entfernt.  Die Fraktionen 15,16,17,23,24 und 30 wurden dann mit einer 
analytischen Säule (C18, 250x4 mm, 5 µm) erneut aufgetrennt. Es wurde ein Methanol/H2O-Gemisch 
(Fraktion 15: 8:2, Fraktionen 16 und 17: 85:15, Fraktionen 23,24 und 30: 9:1) als Fließmittel 
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eingesetzt. Die Fraktionen wurden im Laufmittel mit einer Konzentration von 10 mg/mL gelöst.  
Flussrate betrug 1 mL x min
-1
. Pro Lauf wurden 100 µL injiziert. Die Peaks wurden gesammelt und 
die Injektionen wiederholt, bis die Fraktionen komplett aufgetrennt waren. 
    6.9.2 Massenspektrometrie von Hormaomycin und Analoga 
Hormaomycin und die isolierten Analoga (siehe 5.5.2) wurden in 100% Methanol (MeOH) gelöst und 
auf einem Thermo LTQ Orbitrap Massenspektrometer an der Universität Neapel/Italien vermessen. 
 
    6.9.3 NMR-Spektroskopie von Hormaomycin und Analoga 
Hormaomycin und Analoga (siehe 5.5.2) wurden in deuteriertem Methanol (CD3OD) gelöst, und in 
einem Varian UnityInova NMR-Spektrometer mit Kryokopf  mit 700 MHz an der Universität 
Neapel/Italien vermessen. 
6.10 Verwendete Chemikalien 
Gewöhnliche Chemikalien sowie Lösungsmittel wie Aceton, Acetonitril, Chloroform, Dichlormethan, 
Isopropanol, Ethylacetat, Methanol etc. wurden von den Firmen Fluka/Riedel‐de‐Haën (Seelze), 
Merck (Darmstadt), Fisher Scientific (Schwerte), Sigma‐Aldrich (Seelze) und J.T. Baker/Mallinckrodt 
Baker (Deventer, NL) mit dem Reinheitsgrad p.A. verwendet. In HPLC‐Anwendungen wurden 
HPLC‐grade-Lösungsmittel verwendet. 
Acrylamid‐bisacrylamid 37,5:1 (Rotiphoresegel 40)   Roth, Karlsruhe                              
Agar         Roth, Karlsruhe                        
Agarose NEEO Qualität      Roth, Karlsruhe                                   
1-Aminocyclopropancarbonsäure     Sigma‐Aldrich, Seelze                        
2-Amino-5-nitrobenzoesäure                                               Acros Organics, Geel (B)                                                                  
L-Alanin        Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze          
L-Arginin        AppliChem, Darmstadt                     
L-Asparagin,        AppliChem, Darmstadt                      
L-Asparaginsäure                                                                   Acros Organics, Geel (B)                                                                                                                      
Ameisensäure        Riedel‐de‐Haën, Seelze              
Ammoniumperoxodisulfat (APS)     Merck, Darmstadt                         
Antarctic Phosphatase + 10x Puffer     NEB, Frankfurt/Main                
Benzoesäure        Sigma‐Aldrich, Seelze                  
Bovin Serum Albumin (BSA‐Lösung 10 mg x mL‐1)   NEB, Frankfurt/Main                
Brilliant‐Blau R250       Roth, Karlsruhe 
5‐Brom‐4‐chlor‐3‐indoxyl‐β‐D‐galactopyranosid (X‐Gal)  AppliChem, Darmstadt 




Bromphenolblau‐Natriumsalz      AppliChem, Darmstadt 
Calciumchlorid       KMF, Lohmar                         
Calcium-D-Panthothenat      Roth, Karlsruhe 
Carbenicillin‐Dinatriumsalz      Roth, Karlsruhe                                  
L-4-Chlorophenylalanin      Acros Organics, Geel (B) 
Cyclohexancarbonsäure      Sigma‐Aldrich, Seelze 
Cyclopentancarbonsäure      Sigma‐Aldrich, Seelze                        
L-Cystein        Roth, Karlsruhe 
Desoxyadenosin‐5’‐triphosphat (dATP)    Invitrogen, Karlsruhe 
Desoxythymidin‐5’‐triphosphat (dTTP)    Invitrogen, Karlsruhe 
Desoxynukleotide (dNTPs)      Invitrogen, Karlsruhe                         
L-Diydroxyphenylalanin (L-DOPA)     Alfa Aesar, Karlsruhe                                          
N, N‐Dimethylformamid (DMF)     Fisher‐Scientific, Schwerte 
Dimethylsulfoxid (DMSO)      Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat‐Dihydrat     Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze  
1,4‐Dithiothreitol (DTT)      Roth, Karlsruhe                            
100bp DNA ladder extended      Roth, Karlsruhe                                    
1kb DNA ladder       Roth, Karlsruhe                                 
1kbplus DNA ladder       Fermentas, St. Leon-Rot                  
Eisen(II)sulfat‐Heptahydrat      Merck, Darmstadt                                  
Eisessig        Merck, Darmstadt                        
Ethidiumbromid       Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)     KMF, Lohmar                                                 
Expand High FidelityPLUS PCR System   Roche, Grenzach‐Wyhlen 
Fleischextrakt                                                                        Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze                                                                                  
Furan-2-carbonsäure       Sigma‐Aldrich, Seelze                                
Gel green        Biotium, Hayward (USA)         
D(+)‐Glucose Monohydrat      Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze                       
L-Glutamin        AppliChem, Darmstadt                                     
L-Glutaminsäure-Mononatriumsalz    AppliChem, Darmstadt                           
Glycerin        Merck, Darmstadt                                       
Glycin         Fisher‐Scientific, Schwerte                 
Hefeextrakt                             Becton Dickinson, Heidelberg 
2‐(4‐(2‐Hydroxyethyl)‐1‐piperazinyl)ethansulfonsäure (HEPES) Roth, Karlsruhe                                     
L-Histidin       AppliChem, Darmstadt                    
Imidazol        Roth, Karlsruhe                                                 
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L-Isoleucin        Roth, Karlsruhe  
Isopropylthiogalactosid (IPTG)     Roth, Karlsruhe                                   
Kaliumacetat        ABCR; Karlsruhe                              
Kaliumcarbonat       AppliChem, Darmstadt                   
Kaliumchlorid        Acros Organics, Geel (B) 
Kanamycin‐Sulfat       Roth, Karlsruhe                                            
α-Ketoglutarsäure       Roth, Karlsruhe                                                  
L-Leucin       Sigma‐Aldrich, Seelze                                       
L-Lysin-HCl                                                                         Sigma‐Aldrich, Seelze                                     
Magnesiumchlorid‐Hexahydrat      Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze 
Magnesiumsulfat‐Heptahydrat      Roth, Karlsruhe 
Manganchlorid‐Dihydrat      Merck, Darmstadt                                    
α-Methylphenylalanin       Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze                     
β-Methylphenylalanin       Sigma‐Aldrich, Seelze 
Morpholinpropansulfonsäure (MOPS)     Sigma‐Aldrich, Seelze                   
Natriumacetat        Acros Organics, Geel (B) 
Natriumcarbonat      KMF, Lohmar                           
Natriumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Natriumdihydrogenphosphat‐Dihydrat     Roth, Karlsruhe  
Natriumdodecylsulfat (SDS)      Roth, Karlsruhe                    
Natriumhydroxid       KMF, Lohmar                        
Natriumthiosulfat      Sigma‐Aldrich, Seelze 
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+)    Roth, Karlsruhe                              
Nicotinsäure        Roth, Karlsruhe                                     
Ni‐NTA Agarose       Qiagen, Hilden                                                    
Ni-NTA Agarose       Macherey/Nagel, Duisburg                       
Orange G        Sigma‐Aldrich, Seelze                          
PCR Purification Kit            Fermentas, St. Leon-Rot                                                                                            
pGEM-Teasy Kit       Promega, Mannheim                                   
L-Phenylalanin       AppliChem, Darmstadt                     
Picolinsäure        Sigma‐Aldrich, Seelze                       
Pipecolinsäure                                                                        Alfa Aesar,  Karlsruhe                                                                            
Primer (DNA-Oligonucleotide)     Invitrogen, Karlsruhe                                   
L-Prolin                                                                                  Acros Organics, Geel (B)                                                                 
Proteinmarker Broad‐Range      NEB, Frankfurt/Main                           
Proteinmarker RotiMark Standard     Roth, Karlsruhe                                         
Pyrrol-2-carbonsäure                                                             Alfa Aesar,  Karlsruhe                                                                                                                                    




Restriktionsenzyme + 10x Puffer + 100x BSA    NEB, Frankfurt/Main                              
Riboflavin        AppliChem, Darmstadt                      
Ribonuklease A (RNase A)      Roth, Karlsruhe                                        
Saccharose        Riedel‐de‐Haën, Seelze                            
Salzsäure        Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze     
Schwefelsäure        Fluka / Riedel‐de‐Haën, Seelze                      
L-Serin                               Roth, Karlsruhe                                     
Sojamehl                                                                            Sigma‐Aldrich, Seelze                                                                                                         
Streptomycin        Sigma‐Aldrich, Seelze                          
T4 DNA Ligase + 10x Puffer                                       Jena  Bioscience, Jena                        
Taq DNA Polymerase + 10x Puffer     NEB, Frankfurt/Main  
Tetrahydrofuran-2-Carbonsäure     Sigma‐Aldrich, Seelze                                        
N,N,N’,N’‐Tetramethylethylendiamin (TEMED)   Merck, Darmstadt                                    
Thiophen-2-carbonsäure      Sigma‐Aldrich, Seelze                                
D-Threonin                                                                            Alfa Aesar,  Karlsruhe                                                                                                                                                                                                              
L-Threonin        Roth, Karlsruhe                           
Trifluoressigsäure (TFA)     Roth, Karlsruhe 
Tris(2‐carboxyethyl)phosphon‐hydrochlorid (TCEP)   AppliChem, Darmstadt 
Tris‐(hydroxymethyl)‐aminomethan (Tris)    Roth, Karlsruhe 
Triphenylmethylchlorid      Sigma‐Aldrich, Seelze                              
Trypton        Becton Dickinson, Heidelberg                             
L-Tryptophan        Acros Organics, Geel (B)                         
L-Tyrosin        Roth, Karlsruhe                                             
L-Valin        AppliChem, Darmstadt                        
Xylencyanol       Merck, Darmstadt                               
Zinksulfat-Hexahydrat      Merck, Darmstadt                               
  
6.11 Verwendete Geräte und Materialien 
Agarosegelelektrophorese‐Kammer + Spannungsquelle                
Standard Power Pack P25       Biometra, Göttingen                                                                                                                                                                                                    
Analysenwaage CP225D      Sartorius, Göttingen                                                                                   
Autoklav V65        Systec, Wettenberg                                                                                                    
Cellophan‐Folien + Geltrocknungsrahmen    Roth, Karlsruhe                                                             
DC‐Alufolie Kieselgel 60 F254     Merck, Darmstadt                                                           
Drehschiebervakuumpumpe RZ6     Vacuubrand, Wertheim                                                  
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Elektroporationsküvette 2mm      Bio‐Rad, München                                                                             
Elektroporator MicroPulser      Bio‐Rad, München                                                                             
Geldokumentation Genius      Syngene, Cambridge (UK)                                                    
Halb‐Mikroküvette (1,6 mL)      Sarstedt, Nümbrecht                                                                   
Inkubationsschüttler Certomat BS‐1     Sartorius, Göttingen                                                                          
Inkubator B12        Thermo, Langenselbold                                                                                                          
Kieselgel 60 (0,040‐ 0,063 mm)     Merck, Darmstadt                                                              
Membranvakuumpumpe      Vacuubrand, Wertheim                                                                            
Mikroküvette UltraVette (70‐850 μl)     Roth, Karlsruhe                                                                        
Mikrowelle        Lifetec Medion, Essen                                                                                                  
Mikrozentrifuge ungekühlt Mikro200     Hettich, Tuttlingen                                                              
Mikrozentrifuge, gekühlt 5417R     Eppendorf, Hamburg                                                               
Mikrozentrifuge, gekühlt Mikro200R     Hettich, Tuttlingen                                                                            
Multigel (Gelelektrophoresesystem vertikal),       Biometra, Göttingen                                                                    
Multigel Long + Spannungsquelle                                                                                                                                                                                           
Standard PowerPack P25                                                                                                                   
Photometer (Biofotometer)      Eppendorf, Hamburg                                                                            
Photometer BioMate 3       Thermo Electron, Cambridge(UK)                                                                             
Pipetten Pipetman P2 ‐ P10 mL     Gilson, Middleton (USA)                                                                         
Poly‐Prep Säule (leer)       Bio‐Rad, München                                                                                           
Probenfläschchen für Autosampler                                       
(HPLC‐Gefäße mit Deckel und Septum)                      Roth, Karlsruhe                                                                                                                                                                                                                                                
ProteanII xi cell (Gelelektrophoresesystem vertikal)            Bio‐Rad, München                                     
Rotationsverdampfer VV2000      Heidolph, Kelheim                                                                                  
Schüttler Rotamax 120       Heidolph, Kelheim                                                                                   
Speedvac / Concentrator 5301      Eppendorf, Hamburg                                                                                    
Sterilbank Biowizard       Kojair, Vilppula (FIN)                                                                                               
Sterilfilter (0,2 μm, Celluloseacetat, FP 30/0,2),   Whatman , Dassel                          
Thermocycler T‐Gradient      Biometra, Göttingen                                                                                      
Thermomixer comfort       Eppendorf, Hamburg                                                                                        
Tischzentrifuge Rotina       35R Hettich, Tuttlingen                                                                                   
Tischzentrifuge Z513K      Hermle, Wehingen                                                                           
Ultraschallhomogenisator Sonopuls HD2070    Bandelin, Berlin                                                      
UV‐Crosslinker CL1000 UVP     Cambridge (UK)                                                                                  
Vortex‐Mixer VTX‐3000L      LMS, Tokio (J)                                                                                                             
Waage 440‐47N       Kern, Balingen‐Frommern                                                                                                      
Waage BP110        Sartorius, Göttingen                                                                                                            




Wasserbad        GFL, Burgwedel                                                                                                 
Zentrifugaleinheiten Vivaspin 500 (versch. MWCO)   Sartorius, Göttingen 
 










































LC=liquid chromatography  
Leu=Leucin 
Lys=Lysin 
MALDI=matrix-assisted laser desorption/ionization 
MeOH=Methanol 
Met=Methionin 
MCS=multiple cloning site 
MS=Massenspektrometrie 







PCP=peptidyl carrier protein 
PCR=polymerase chain reaction 
Phe=Phenylalanin 
PKS=Polyketidsynthase 




PSI-BLAST=position specific iterative BLAST 
RT=Raumtemperatur 
SAM=S-Adenosylmethionin 
SDS-PAGE=sodium dodecylsulfate polyacrylamide gelelectrophoresis 








TOCSY=total correlation spectroscopy 
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9 Anhang   
  9.1 Plasmidkarten 
Die folgenden Plasmidkarten zeigen die verwendeten Vektoren zur Lagerung und Sequenzierung von 
PCR‐Fragmenten. Die Beschreibung der jeweiligen Vektoren erfolgt unter 6.1.1. 
 
Abb. 9‐1: Plasmidkarte und MCS von pBluescript SK(+) 
  
 







Abb. 9-3: Plasmidkarte und MCS für den Proteinexpressionsvektor pHIS8svp bzw. pHIS8. Der für die PPTase 
Svp kodierende Abschnitt befindet sich in der NotI‐Seite. 
 




Abb. 9-4: Plasmidkarte und MCS für den Proteinexpressionsvektor pCDFDuet-1 
 
 
Abb. 9-5: Plasmidkarte und MCS für den Proteinexpressionsvektor pET28a. pET28b unterscheidet sich von 






Abb. 9-6: MCS für den Proteinexpressionsvektor pME6041.
256 
 
9.2 Alignments und Proteinmodelle 
10        20        30        40        50        60        70        80        90       100 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
HrmJ  ------------MPLNDRGYSIID----LPEVTPEVRESFGDLKF----DEYMGDNRYRRFAQFRMHWSGESWELERLEHRPYVTFSKFNPVAGGIRRHY 
IDO   MKMSGFSIEEKVHEFESKGFLEISNEIFLQEEENHSLLTQAQLDYYNLEDDAYGECRARSYSRYIKYVDSPDYILD--NSNDYFQSKEYNYDDGGKVRQF 
 
110       120       130       140       150       160       170       180       190       200 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
HrmJ  EPILADFSP----------HIRAGAEGVPLDTARDWQVNVHQFRIIAKRQETSGVIVPEGPHSDGRDFVLIAVFSR-HQITGAEMTLMPHGGEGEPFFRA 
IDO   NSINDSFLCNPLIQNIVRFDTEFAFKTNIIDKSKDLIIGLHQVRYKATKERPS-FSSPIWLHKDDEPVVFLHLMNLSNTAIGGDNLIANSPREINQFISL 
 
210       220       230       240       250 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
HrmJ  TVPAGQGALLADREMFHNVTEIEPVG-DYGHRDTLIVTWVPWEDKWHGDDFEQRALAEG 
IDO   KEPLET--LVFGQKVFHAVTPLGTECSTEAFRDILLVTFSYKETK-------------- 
Abb. 9-7: Alignment von HrmJ (obere Sequenz) und der Isoleucin-4-Oxygenase (IDO) aus Bacillus 
thuringiensis (untere Sequenz), erstellt mit dem Programm Bioedit. Die markierten Aminosäuren sind 
konservierte Reste im aktiven Zentum (siehe Tab. 5-1). 
                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
SibS   -MTVSFEIVGIFGTEPGGGSPLAVVH---DAGGLSTEQMRWIAGRLRADETVFVLPPATSGATYRVRVFTAAGESPYGGHSAVGTAVSLVRRGDIRPGTV  
LmbX   MIVVPFEMVDMFAHEPFSGSQLTVVP---DADGLTDAAMEALAREVNTPETAFVLPPADPGATYRVRVFTLAGETPFGGHSSLGTAVTLVRLGRVAPGAV  
tomK   --MIAYEIVDMFTDTPYGGCALGVVP---DAAALSTADMLAVARETALTETAFVVPPALPGSTYGVRVMTPDGESPYGGHSAVGTASALVRAGRLAAGEA  
ORF15  ---MRVTTVDMFGAAPGRGSALDVLVPDGPCGEAAAEEAAAHARRSAADESVLVVECRRAQRTFASRVFNAGGETPFATHSLAGAAACLVGAGHLPPGEV  
 
               110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
SibS   VQECGGRQLTLRAGADRAEFAATGTPRVESLP-ADPVLDAIGLAAADLAGEP-VLAGFGPLFRMVPVRQEALGRARPDFPAMTRHELPEIFLFAWDGPAA  
LmbX   AQECGSRLHSLSVGPDKGTVT-AEKPVEAREPDLRLLTAAAGVDPADVVEAPVRTAGFGPAFHYLQVREGVVPGARADLELMARRDLPDVMVFSWDPRTR  
tomK   VQECGGRQLAVTAGADGSTLSVAGEPLLRPEWDPGPLLTACGLTDTDLTGTP-RLTGFGPAFHVLPVGAKALTRAAADLTDPVWADCPDAVLVAWDQAGR  
ORF15  GRTAESGSQWLWTDGHEVRVPFDGPVVHRGIPHDPALFGPY-------AGTP-YAGGVGRAFNLLRVAEDPRTLPAPDPGRMRELGFTDLTVFRWDPDRG  
 
               210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
SibS   SAEARLFAPGWAIPRDPACASVALAFGAWLADRQGRP--DAPRPFLIRQGAELGRPALLSGTLGAGSGDAEITVTVGGPAPGELAGQITASPPDASQPNV  
LmbX   QATARVFAPGYGMPEDPACASNALGLGEWLVAAGRLPAADGTYEYLIRQGVGSPRVGTVECSVTVDSG-CAVRASATGSVVPVARGEFLLGPDLATAVAS  
tomK   TARVRVFAPGYGMPEDPACASAALGLGAWLAEEKALPGADGRHAYQVRQGEGLGRPATLSCTVDLTGG-RATAATVHGRVTLTASGRMTP-PGRP-----  
ORF15  EVLARVFAPGFGIPEDAGCLPAAAALGVAALR----LAADDRTSVTVRQVTVRGTESVFRCTGSARGG--SANVTITGRVWTGGTAGREVGGS-------  
 
              
       ....|.... 
SibS   LRTSSAA--  
LmbX   V--------  
tomK   ---------  
ORF15  ---------  
 
Abb. 9-8: Alignment der putativen C-C-Hydrolasen SibS. LmbX, TomK und ORF15. Konservierte Motive, die 
für degenerierte Primer genutzt wurden, sind grün bzw. gelb markiert, Überschneidungen von genutzten Motiven 
grau hinterlegt (siehe Tab. 5-3). 
                   10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDAAsp5   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDASer1   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDATrp11  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
HrmO3     -------GGCCGG--CTGGACGTCGTCACGGCGGCTGAGCGGTCTTTGGTGTTGGAGCGGTGGAATGACTCGGCTGCGGTGGTGGAGGGGCTGACGTTTC  
HrmO4     ---------CTGAATCTTGACATCGTCACTGCGGCAGAGCGGTCTTTGGTGTTGGAGCGGTGGAATGACTCGGCTGCGGTGGTGGAGGGGCTGACTTTTC  
HrmO2     -----------------GGCGACGTCGACGTCCTGTCGCCCGAGGAGCGGCGCC-TGATGCTCGCCGGCAACGAGGTCGCGGCCCCCGATGCCACCCTCA  
HrmP2     -------GGCCGCA--TCGACCTGGTCACCGGAACCGAACGCCGCCGGATGCTGGAGGAGTGGAACGGCACCGGAGCGGGAGCCGGCGACGAGACGCTGG  
HrmO1     -------AGCCGG--CTGGACGTGGTTACCGAGGCTGAGCGGTCTTTGGTGTTGGAGGGGTGGAACGACTCGGCTGCGGTGGTGGAGGGGCTGACGTTTC  
HrmO2     -----------------GGCGACGTCGACGTCCTGTCGCCCGAGGAGCGGCGCC-TGATGCTCGCCGGCAACGAGGTCGCGGCCCCCGATGCCACCCTCA  
HrmP1     -------GGCCGG--CTGGACGTCGTCACGGCGGCTGAGCGGTCTTTGGTGTTGGAGCGGTGGAACGAGTCGGCTGCGGTGGTGGAGGGGCTGACGTTTC  
HrmP3     GGTTCCGTCGGGCTGTTGTCCCCCGAGGAGCGGGACCTCGCCCTGGGCGGCGCCACGGCGGCCACGGACGGTGCGTCCGTCCTCGACGAGACGCCGCTGC  
 
                  110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   -----------------------------------------------------------------------GTCGTACGCCGAACTCGACCTGCGCACCA  
CDAAsp5   -----------------------------------------------------------------------GACCTACGCCGAGCTGGACCGGCGCGCCA  
CDASer1   -----------------------------------------------------------------------GACGTACGCCGAACTGGACGCCCGCGCCG  
CDATrp11  -----------------------------------------------------------------------GAGCTACGCGGAGCTGAACGCGCGCGCCA  
HrmO3     CGGAGTTGTTCGAGGAGTGGGTGGCTCGGGCGCCGGAGTCGGTGGCGGTGGTGTGCGGTGACATCG-AGTTGTCGTATGCGGAGTTGAACGCGCGGGCGA  
HrmO4     CGGAGTTGTTCGAGCGGTGGGTGGCTCGGGCGCCGGAGTCGGTGGCGGTGGTGTGCGGTGACATCG-AGTTGTCGTATGCGGAGTTGAATGCGCGGGCGA  
HrmO2     CCGCCCTGTTCGAGCAGCAGGCAGCCCGTACCCCCGGGAACAGTGCGCTCGTGTGCGGCCACGACA-CTCTGACGTACGCCGAGCTCAACGCCCGGGCCA  
HrmP2     TCGCCGCCTTCGCCGAGCAGGCCGCGAAGACACCTGACGCCGTCGCGGTGGT-CGAGGGGACGCAGGAACTCACCTACCGGGAGTTGGACGTACGCGCCA  
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HrmO1     CGGAGTTGTTCGAGGAGTGGGTGGCTCGGGCGCCGGAGTCGGTGGCGGTGGTCTGCGGTGACATCG-AGTTGTCGTATGCGGAGTTGAATGCGCGGGCGA  
HrmO2     CCGCCCTGTTCGAGCAGCAGGCAGCCCGTACCCCCGGGAACAGTGCGCTCGTGTGCGGCCACGACA-CTCTGACGTACGCCGAGCTCAACGCCCGGGCCA  
HrmP1     CGGAGTTGTTCGAGGAGTGGGTGGCTCGGGCGCCGGAGTCCATTGCCGTGGTGTGTGGCGATGTGG-AGTTGTCGTATGCGGAGTTGAATGCGCGGGCGA  
HrmP3     CGGTCCGGTTCGAGAGGCAGGCATCCGTGACCCCGGACGCCCTCGCCGTCCTGT-CGGACGGGGGGCAGCTCACGTACCGGGAGCTGAACGACCGTGCCA  
 
                  210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   ACCGGCTGGCCCGGCTGCTGCGGCAGCAGGGGGTGCGGCCGGGCACGCCGGTGGTCATGCTGATGGAGCGGTCGCCCGCCCATGTCGTGGCGACGCTGGC  
CDAAsp5   ACCAGCTCGCCCGGCACCTGCTGGGAGAAGGCCTCGGTGCGGAGGACTTCGTCGCGATCGCCCTGGCCAAGTCGCTGGACGCGGTGATCAGCATGCTGGC  
CDASer1   AGCGGCTGGCCGGTGCGCTGACGGCGCGGGGCGCGGGCCCGGAGCGGTTCGTCGCGGTCGCCGTGGAGCGGTCCGCGGAGCTGGTGGTGGCGCTGCTCGC  
CDATrp11  ACCGGCTGGCCCGGCTGCTGGTGGCGCGGGGCGCGGGCCCCGAGCGGCTGGTGGCGCTGGCGCTGCCCCGCTCGGCCGAACTGCCCGTCGCCGTCCTCGC  
HrmO3     ATCGGCTGGCGCGGTTGTTGGTGGGTCGTGGGGTGGGGCCGGAGTCGGTGGTGGCTCTGGTGTTGCCGCGGTCGGTGGATTTCGTGGTCGGGATGCTGGC  
HrmO4     ATCGGCTGGCGCGGTTGTTGGTGGGTCGTGGGGTGGGGCCGGAGTCGGTGGTGGCTCTGGTGTTGCCGCGGTCGGTGGAGTTCGTGGTCGGGATGCTGGG  
HrmO2     ACCGACTCGCGCACCTCCTCATGGAGCAGGGAGCGGGCCCGGAGCAGTTCGTCGCCCTGCTCCTTCCCCGCGGCGTCGACCTGGTCGTCGCGGTTCTCGC  
HrmP2     ACGCACTCGCGCACCGCCTCATCGGCCTGGGCGTGCGGCCGGACACACCGGTGGCACTCTTCATGGACAGGTCTGCGCACCTGGTGGTCGCCATCCTGGC  
HrmO1     ATCGGCTGGCGCGGTTGTTGGTGGGTCGTGGGGTGGGGCCGGAGTCGTTGGTGGCTTTGGTGTTGCCGCGGTCGGTGGAGTTCGTGGTCGGGATGCTGGG  
HrmO2     ACCGACTCGCGCACCTCCTCATGGAGCAGGGAGCGGGCCCGGAGCAGTTCGTCGCCCTGCTCCTTCCCCGCGGCGTCGACCTGGTCGTCGCGGTTCTCGC  
HrmP1     ATCGGCTGGCGCGGTTGTTGGTGGGTCGTGGGGTGGGGCCGGAGTCGGTGGTGGCTTTGGTGTTGCCGCGGTCGGTGGAGTTCGTGGTCGGGATGCTGGG  
HrmP3     ACCGGCTGGCCCGGCTGCTGATCCGTCGCGGAGCCACCCCGGAGTCGTTCATCGCGTTGGTCATGGAGCGGTCCTGCGACGCGCTGGTCGCCCTGATGGC  
 
                  310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CATCGCCAAGGCGGGCGGCGCCTACGTGCCCCTGCACGACACGTATCCCCTCGACCGGATGCGGC-ACGTGGTGGCGGACACCGCCGCGACGCTGATCCT  
CDAAsp5   CGTGCTCAAGACCGGCGCGGCCTACCTGCCCATCGACCCGGACTACCCCGCCGAACGCATCACCT-ACATGCT-----------------CGAC------  
CDASer1   GGTGCTCAAGTCGGGCGCGGCGTACGTACCCGTGGACCCCGGCTACCCGGCCGACCGCATCGCGC-ACATCCTGC-----------GGGACGCG------  
CDATrp11  GGTGGCCAAGGCGGGCGCCGCCTACCTGCCGCTGGACCCGGCCCACCCGGCGGAGCGGATCGCGG-GCACCCTCG-----------ACGACGCGG-----  
HrmO3     GGTGTTGAAGGCCGGTGGTGCGTATGTGCCGGTGGATCCGGAGTATCCGCGTGAGCGGGTGGCGT-TCATGTTCG-----------GCGACGCG------  
HrmO4     GGTTTTGAAGGCCGGTGGTGCGTATGTGCCGGTGGATCCTGAGTATCCGCGTGAGCGGGTGGCGT-TCATGTTCG-----------GTGACGCG------  
HrmO2     CGTACTCAAGACGGGGGCGGCCTACCTGCCCGTCGACCCCTCCTACCCGGAGGACCGCATCGCCC-TGATGCTGA--------------GCGAC------  
HrmP2     CGTGCTCAAGGCCGGCGCGTACTACCTCCCGCTCGACGGCCGCCATCC-CGTGGCCCGCCTGCGGATGATGACGG-----------AGCAGGCGG-----  
HrmO1     GGTTTTGAAGGCCGGTGGTGCGTATGTGCCGGTGGATCCGGAGTATCCGCGTGAGCGGGTGGCGT-TCATGTTCG-----------GTGACGCG------  
HrmO2     CGTACTCAAGACGGGGGCGGCCTACCTGCCCGTCGACCCCTCCTACCCGGAGGACCGCATCGCCC-TGATGCTGA--------------GCGAC------  
HrmP1     GGTTTTGAAGGCCGGTGGTGCGTATGTGCCGGTGGATCCGGAGTATCCGCGTGAGCGGGTGGCGT-TCATGTTCG-----------GTGACGCG------  
HrmP3     GGTCTTCAAGACGGGCGCCGCTTGTCTGCCCATCGACCCCGCCCATCCGAAGGAGCGCATCGCGC-TCATCGTCC-----------AGGACGCCCGTCCG  
 
                  410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CACCGACCGGGCCGAGGCGGCGCGGGCCGGGCAGCTCGGCGCGCGGGTGA-TGGTGGTCGACGAGTTCGGCGCCGCCCCGTCCGGCTC-----GGAGGCC  
CDAAsp5   -----GACGCCCAG-------CCGGCCCTGACCCTC-----------------ACCGCGCCCATAC-CG-CCCGCTT-CGTA-CGAC------AGCCGGC  
CDASer1   -----GGCGCGATG-------CTGGTGCTGACCACCCGGGACACGGCGGAGCGGCTGCCCGGGGAC-GG-CACGCCG-CGGC-TGCT------GCTCGAC  
CDATrp11  CACCGGTCGCGCTG-------CTGACCACGGCCGCGGTGGCCGCCGGCC---TCCCGGACACGGACGTGCCCAGGCTGCTCCTTGAC----GAG---GAG  
HrmO3     ---CGGCCGGTGTG------CGCGGTCACGACCACGCAGTACGCGGATG--TCGTGCCCGAAGGTGTCGACGCACTGACGCTTGAC--------GTGCCC  
HrmO4     ---CGGCCGGTGTG------TGCGGTCACGACCACGGAGTACGCGGATG--TCGTGCCCGACGGTGTCGACGCACTGGCGCTTGAC--------GTGCCC  
HrmO2     -----GCCGAGCCGGTC----CGTGTCCTGACGACCTCCGAGGCAGCCGT-CGGCGGCGCACTGGC-CG-ACAGCGGACTGC-TGCTG---AGGCTCGAC  
HrmP2     ---GGGCCCAGGTCCTCAT-CGCCGACGCGGCCACCCGGCACGCGGAAT--TCGT--CAAGGTGTGCACGGATGCGGGCGTCGGCGTG-----CTGGTCC  
HrmO1     ---CGGCCGGTGTG------CGCGGTCACGACCACGGAGTACGCGGATG--TCGTGCCGGATGGCGTGGATGTTCTGACCCTGGAC--------GCTTCG  
HrmO2     -----GCCGAGCCGGTC----CGTGTCCTGACGACCTCCGAGGCAGCCGT-CGGCGGCGCACTGGC-CG-ACAGCGGACTGC-TGCTG---AGGCTCGAC  
HrmP1     ---CGGCCGGTGTG------CGCGGTCACGACCACGGAGTACGCGGATG--TCGTGCCCGACGGTGGCGACGCACTGACGTTTGAC--------GTGCCC  
HrmP3     TCCGTGCTGATCACCACC---GAGGCGATGGCGCACCTGCTGCCCTCGGC---ACCCGGCGAGGGG-CGGACGGCGCCCGCCCTGGTG---GTGCAGGAC  
 
                  510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   GACGCGGCCCCCGGCACCGGCACCGGCACCGGCACCGGCTCGCGCTCCGGGTAC-GTCGACGATGCTCCGGAGGTGGG---CCTGCGCCCGCAGGATCTC  
CDAAsp5   CCACCAGC-------GAGATCACCGATGTGGAG---------CGCC---------GTAGCCCCTGGTCGGCAC-------------------GCCATGCC  
CDASer1   GAGCCGGCCGCGGCGGGGACCACCGCGGCGGGGGCACC----CGCCCCGCCCG--GCACCCTCCCGCGGGCGCT-------GCCCGCTCCCGGCCACCCC  
CDATrp11  CCCGCGGCCGGCGGTGGCGAGGACGCCGCCG------------ACCTCACCGAC-G--CCGACCGGCTCGCGCC-------GCTGCTGCCGGGGCATCCC  
HrmO3     GAGACGGTGTC-GGCGCTTTCGCGGATGTCGGAGCGGG---ACGTCTCTGATG--GTGAGCGGCTTTCTGT----------TCTGTCGTTGGGGTCTCCG  
HrmO4     GAGACGGTGTC-GGCGCTTTCGCGGATGTCGGAGCGGG---ACGTCTCTGATG--GTGAGCGGCTTTCTGT----------TCTGTCGTTGGGGTCTCCG  
HrmO2     GCGCCCGACACGCTGCACGCGCTCGACGCCTGCCCGGACCA-CGACCCGGACG--ACGCCGACCGCGTCGCACCTG-------CATCGCCCGGCCACGCG  
HrmP2     TCGGCGAGGAC-GGTGCACCCGCCGCCACCGCGGCGAG----CGCCCCGGACA------TCACCCTCG--------------CCCCCGACCGG----CCG  
HrmO1     GAGACGGTGGC-GGCACTGG-ATGGGTGCTCTGCCTCG--AATGTTGCCGATG--GTGAGCGGGTTGGTGG----------GCTTGCGTTGGGGTCTCCG  
HrmO2     GCGCCCGACACGCTGCACGCGCTCGACGCCTGCCCGGACCA-CGACCCGGACG--ACGCCGACCGCGTCGCACCTG-------CATCGCCCGGCCACGCG  
HrmP1     GAGACGGTGTC-GGCGCTTTCGCGGATGTCGGGGCGGG---ACGTCACCAATG--ATGAGCGGCTTTCTGT----------TCTGTCGTTGGGGTCTCCG  
HrmP3     CGGCCGGACGACATGGCACAGATCGCCGCCCAGCCGCAGAG-CGACCTCACCC--CCGCCGAACGGGGCGCACCCC-------TGATGCCGGAGAGCACG  
 
                  610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   GCGTACGTGATGTACACCTCCGGGTCCACCGGGGTGCCGAAGGGCGTCGCGGTCACCCACCGCGGGGTCGTGGACCTGGT---CCGCGACC-----ACTG  
CDAAsp5   GCGTACATGATCTACACCTCCGGCTCGACCGGCCGCCCCAAGGGCGTCGTCATCGAGCACCACGCCCTGGCCACCTACCTCCACCGCGCCCGCAACA-CC  
CDASer1   GCCTACGTCATCTACACCTCGGGGTCCACCGGCCGCCCCAAGGGCGTGGTGATCTCCCACCGGGCGATCGTCAACCGGCTGGCCTGGATGCAGGACA-CC  
CDATrp11  GCGTACGTCATCTACACCTCCGGCACCACCGGCCGCCCCAAGGGCGTCACCGTGACGCACTCGGGCCTGCCCGCCCTGCTG-GACATCTTCACCTCGCAG  
HrmO3     GCGTATGTGATTTATACGTCGGGGTCGACGGGGCGGCCGAAGGGTGTGGTGGTTTCGCATTCCGGTGTGGCGAGTCTGGTG-GCCACGTTCGGTGGGGTG  
HrmO4     GCGTATGTGATTTACACGTCGGGGTCGACGGGGCGGCCGAAGGGTGTGGTGGTTTCGCACGCGGGTCTGGGGAATTTGGTG-GCGTCGG-CGGTGGACCG  
HrmO2     GCATACGTCATCTACACGTCCGGCTCGACCGGCGCCCCCAAGGGGGTCGTCGTACCGCACCGGAACGTCGTGCGCC-TCTTCGCCGCCACCGCACCGTCC  
HrmP2     GCGTACGTGATGTACACCTCCGGGTCGTCCGGCACGCCCAAGGGAGTGATCACGACCCACAGGGCCGTCTGCGCGTTGGCCGCGGACCGCTGCTGGAGGA  
HrmO1     GCGTATGTGATTTACACGTCGGGGTCGACGGGGCGGCCGAAGGGTGTGGTGGTTTCGCACGCGGGTCTGGGGAATTTGGTG-GCGTCGG-CGGTGGACCG  
HrmO2     GCATACGTCATCTACACGTCCGGCTCGACCGGCGCCCCCAAGGGGGTCGTCGTACCGCACCGGAACGTCGTGCGCC-TCTTCGCCGCCACCGCACCGTCC  
HrmP1     GCGTATGTGATTTATACGTCGGGGTCGACGGGGCGGCCGAAGGGTGTGGTGGTTTCGCATTCCGGTGTGGCGAGTCTGGTG-GCCACGTTCGGTGGGGTG  
HrmP3     GCCTACGCCGTCTACACCTCCGGCTCCACGGGAACGCCCAAGGGCGTCGTGATGACCTGCGCGGCGCTGACCAACCTGGTCGCTTGGCATCACGCCGACT  
 
                  710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CTGGCGGCC--GGGCGTCCACGAGCGGGTGCTGCTGCACGCCCCGCACGCGTTCGACGTGTCCTGCTACGAGATGTGGGTGCCCCTGGTCTCGGGCGGA-  
CDAAsp5   TACACCGCCATGACCGGCG-TGACCG--TCCTGCACTCCCCGCTGGCC---TTCGACCTCACCATCACCGCCCTGTGGACGCCTCTCACCGCCGGCGGC-  
CDASer1   TACG--GCCTGGAGCCGTC-CGACCGGGTGCTGCAGAAGACGCCGTCCGGTTTCGACGTGTCCGTGTGGGAGTTCTTCTGGCCGCTCGTCCAGGGCGCC-  
CDATrp11  CTGGACGTCGTACCCGGCA--GCC-GCGTCCTGCACCACCTCTCCCCCGCCTTCGACGGCGGGTTCTGGGAGCTGGCGATGGGGCTGCTGACCGGTGCG-  
HrmO3     TTCGGGGCGGGGCCGGGGT--GTG-GGGTGTTGCAGTTCGCTTCGCCGGGGTTCGACGCGTCGGTGTGGGACGTCTGTATGGCGTTGCTGACCGGTGGG-  
HrmO4     GTGGGGGACGGGTCCGGAT--TCGCGGGTGTTGCAGTTCTCGTCGCCGAGTTATGACCCGGTGGTGATTGAGATGTGTGCGGC-TTTCGGGGCGTTGGG-  
HrmO2     TTCGCGTTCTCGGACACCGACGTGTGGACGCTGTTCCACTCGTACGCC---TTCGACTTCTCCGTCTGGGAGCTATGGGGCCCGCTGCTCCACGGCGGC-  
HrmP2     ACGAGGGC--AGCCAGCA-----GCGCGTCCTGCTGCACTCCGCCCACTCCTTCGACGGTTCGACATACGAGCTGTGGATCCCTCTGCTGTCCGGCAAC-  
HrmO1     GTGGGGGACGGGTCCGGAT--TCGCGGGTGTTGCAGTTCTCGTCGCCGAGTTATGACCCGGTGGTGATTGAGATGTGTGCGGC-TTTCGGGGCGTTGGG-  
HrmO2     TTCGCGTTCTCGGACACCGACGTGTGGACGCTGTTCCACTCGTACGCC---TTCGACTTCTCCGTCTGGGAGCTATGGGGCCCGCTGCTCCACGGCGGC-  
HrmP1     TTCGGGGCGGGGCCGGGGT--GTG-GGGTGTTGCAGTTCGCTTCGCCGGGGTTCGACGCGTCGGTGTGGGACGTCTGTATGGCGTTGCTGACCGGTGGG-  
HrmP3     TCCCGGGCGGTGAG-GGCATCAGGACCGCCCAGTTCGCCCCACTGCAC---TTCGACGTCTCCATGCAGGAGATCTTCTCCGCGCTGCTGCACGGGAAG-  
 
                  810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   --------ACGGTCGTCGTGGCACCGCCC---GGACACCTGGACCCGGCCGCGATCACCGACCTGATCACCGCTCACGACATCACCGCGATCCACCTCAC  
CDAAsp5   --------ACGGTCCACCTGACC-AGCCTGGAGGAGGCTGAGGTCCAGCCCA-------------GCCTGAT-CAAGGCCACACCCAGCCACCTCCCCCT  
CDASer1   --------ACCCTGGTCGTGGCCCGGCCCGGGGGCCACACTGACCCGGCCTACCTGGCCGGCACCGTCCGGCGCGAGGGCGTGACCACCCTGCACTTCGT  
CDATrp11  --------GCCCTCGTCGTCGTGGAGCCC----GGCACCGTGCCGGGGCCCGCCC--------TGGCCGC-GCTGGCGGT-CCGCCACCGGGTCACCCAC  
HrmO3     -----CGTCTGGTGCTGGTTCCTGCT------GGTGGTGAGGGGTTCGCGGCGGGTGGTGAGCTGG-CGCGGTTGGTGAC-GGTCAGTGGGGTGTCGCAT  
HrmO4     ----------GACGTTGGTTGTTCCT------GATCG---GGGGCCGTTGGTGGGTGAGGTGTTGG-CGGGGGTTTTGCG-TGAGGGCCGGGTTTCTCAT  
HrmO2     --------CGGCTGGTCGTGGTGTCCCACCAGGTGAGCCGGTCACCCGATGACATGCTCGAGCTGGCGGTCCGTGAAGGCGTCACCGTGCTGAACCAGAC  
HrmP2     --------CAGGTCGTCGTCGCCCCGGCC---GGGGATCCGGACATCGAGGTGCTGAGCCGACTGATCGTGGACCACCGC--ATCACGAGCGTCTTCCTC  
HrmO1     ----------GACGTTGGTTGTTCCT------GATCG---GGGGCCGTTGGTGGGTGAGGTGTTGG-CTGGGGTTTTGCG-TGAGGGCCGGGTTTCTCAT  
HrmO2     --------CGGCTGGTCGTGGTGTCCCACCAGGTGAGCCGGTCACCCGATGACATGCTCGAGCTGGCGGTCCGTGAAGGCGTCACCGTGCTGAACCAGAC  
HrmP1     -----CGTCTGGTGCTGGTTCCTGCT------GGTGGTGAGGGGTTCGCGGCGGGTGGTGAGCTGG-CGCGGCTGGTGAC-GGTCAGTGGGGTGTCGCAT  
HrmP3     --------ACCCTCGTGCTGCCGGACGAGGAAACCCGCAGGGATCCCGCGCAGGTCGTCCGCTGGCTGGAACGCCGGTCGGTGCAGGAGTTCTTCGCGCC  
 
                  910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CGCGG--GCTTCTTCCGG-GTCGTCGCGGA-GGA---GGCACCGGAGTGCTTCGCCGGTGTG----CGGGA-GGT-GCTGACCGGCGGCGACGTGGTCTC  
CDAAsp5   GCTCACCACACTCCCCGAGACG-GCGTCCCCGTC--CCACACCCTCATC-CTCGGCGGCGAAGC-CCTCCACACCGACCACCTCGCCACCT---GGCGC-  
CDASer1   GCCGTCGATGCTCGACGTGTTC-CTGCGGGAGCC--CGCCGCGGCCGCG-CTGGGCGGTGCGACGCCGGTGCGGCGGGTGTTCTGCAGCGGCGAGGCGC-  
CDATrp11  GCGGC-GATCACCCCCGCGGTGCTCCAGCTGATCC-CCGAGGGCGCGCTGCCCGCCGGCACGAC-CCTGGTCGTC-GCCGCCGAGACCTGCCC--GCCC-  
HrmO3     GTGAC--GTTGCCGCCGGCGTTGTTGCCGTCGTT----GCCGGTGGAGGAGTTTCCGTCGGG----GCTGGT-GATGACGGTGGCGGGTGAC-AGTTGTC  
HrmO4     GCGGT--GATTCCGCCGTCGGTGCTGGGGACGGT----GGAGGTGGTGGATTTCCCG---GA----TTTCGTCAC-GGTGGTTGCCGGTGGTGAGGCGTG  
HrmO2     CCCTTCCAGCTTCTACCGGTTCAGCGAGGCGGACG-CCGCACATCCGGAACTCTCCGGCGCGCTCGCGCTGCGTCTGGTGATCTTCGGCGGGGAAGCCCT  
HrmP2     ACGACC-GCGCTCTTCAACCTGCTCGCCGAT--C----TGCGTCCCGAGACGTTCCGCGACG----TACGTGAGGTGTGGACGGGCGGCGAGCAGGTGTC  
HrmO1     GCGGT--GATTCCGCCGTCGGTGCTGGGGACGGT----GGAGGTGGTGGATTTCCCG---GA----TTTCGTCAC-GGTGGTCGCCGGTGGTGAGGCGTG  
HrmO2     CCCTTCCAGCTTCTACCGGTTCAGCGAGGCGGACG-CCGCACATCCGGAACTCTCCGGCGCGCTCGCGCTGCGTCTGGTGATCTTCGGCGGGGAAGCCCT  
HrmP1     GTGAC--GTTGCCGCCGGCGTTGTTGCCGTCGTT----GCCGGTGGAGGAGTTTCCGTCGGG----GCTGGT-GATGACGGTGGCGGGTGAC-AGTTGTC  
HrmP3     CTGGCTGGTGATCGACGCGGTGTGCGAGGCCGCC--GTGCGCCACAAGGTCGCGCTG-----CCCGCGCTGACGGACGTGTCCCAGGCCGGTGAGGCGCT  
 





          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   -----GCCAGCCGCGGTGGCCCGGGT--CCTCGCGCACCACCCGCGGA------TCGTACTGCGTCACCTGTACGGGCCGACCGAGACGACGCTGT---G  
CDAAsp5   -----ACCCAGCACCCCGGCG---------CCCAG-ATCAT-----------------------CAACGCCTACGGGCCCACCGAATCCACCGTCA---A  
CDASer1   -----TCCCGGCGGAGCTGCGGGCCCG-TTTCCGG-GCCGTGTCGGACGTGC-----CCCTGCACAACCTGTACGGGCCCACCGAGGCCGCCGTCG---A  
CDATrp11  -----GAACTGGTCGCCCGC-----TG-GTCCGCGGGACGCCTG---------------ATGCGCAATTCCTACGGGCCGACGGAGACCACGGTCT---G  
HrmO3     C----GCCGGAGGTGATCGGGCGG-------TGGGCGCGGGGTCGGCGT----------CTGCTGCATGTGTACGGGGCGACGGAGGTGACGGCC----G  
HrmO4     CAC--GGTGGATGTGCTGCGGCGG-------TGGGCTCCGGGCCGGCGG----------TTGCTGAACGGGTATGGGCCGACCGAGGTGACGGTG----G  
HrmO2     CG---ACCTCGGTCGGCTGCGCCCTTG-GTACGAGCGTCACCCGGACGGCGCTCCGACCCTGGTCAACATGTACGGGATCACCGAGACCACCGTGC---A  
HrmP2     C-----CCGGCGGCGTTCCGCCGGGTG--C-TGGACACCTCGCCCGGGACGCT-----GGTGGTGCACGTCTACGGGCCGACGGAGACGACAACCTTCGC  
HrmO1     CAC--GGTGGATGTGCTGCGGCGG-------TGGGCTCCGGGCCGGCGG----------TTGCTGAACGGGTATGGGCCGACCGAGGTGACGGTG----G  
HrmO2     CG---ACCTCGGTCGGCTGCGCCCTTG-GTACGAGCGTCACCCGGACGGCGCTCCGACCCTGGTCAACATGTACGGGATCACCGAGACCACCGTGC---A  
HrmP1     C----GCCGGAGGTGATCGGGCGG-------TGGGCGCGGGGTCGGCGT----------CTGCTGCATGTGTACGGGGCGACGGAGGTGACGGCC----G  
HrmP3     CGTGCTTTCCGCCGGCATCCGGCAGTTCTTCGCGGAACGGCCCGGAGTACGG-------CTGCACAACCACTACGGCCCGTCCGAGACGCACGGGG----  
 
                  1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CGTG-ACGCAGCACGAGGTCACCGCGC---CGTACGAGGCCCGCGGCAGCCTGCCGGTCGGGCGGGCGACGGGGAACACCCGGGCCTACGTGCTCGACCG  
CDAAsp5   CATC-ACCGACCACCACGTAAGC-G-----AAGACACCCCTGACGGTCCCGTCCCCATCGGACGGCCCTTCGCCAACACCCAGGTCTACGTCCTCGACTC  
CDASer1   CGTG-ACGTACTGGC-CGTGCGCCG-----AGGACACCGGCGACGGGCCGGTGCCGATCGGACGGCCGGTGTGGAACACCCGGATGTACGTGCTCGACGC  
CDATrp11  CGCC--ACCATGAGCGCCCCGCTGG-----CGGGCGCGG------CCGTCCCGCCGATCGGTAGGCCGATCGCCGACACCGCCGGGTACGTCCTGGACGA  
HrmO3     CGTG-CACGGTGGGCGGGCCGATGA-----CGGGTGAGG-----TGCATCC-GTCGGTGGGCCGTCCGATGGTCAACGCGCGTGTGTATGTGCTGGATGC  
HrmO4     CCTG-TGTGACCAGTGGGCCGGCGGATC--CGGGGGAGG-----GGTTGCC-GCCGATCGGGCGTCCGTTCTTCAACACGCGGGTGTACATCCTTGATGC  
HrmO2     TGTC-ACCCAGCGGGTGCTGGACAGTGCCGTCGCCGACCGGCACACCTCCAGCCTGATCGGCGAGGCCCTGCCGGACCTCAGGACGTATGTGCTGGACGA  
HrmP2     CATG-TACCACCCG-GTGCGGACGGCTC--CGGAGCGGCTCGACCGGTCGATCCCCATCGGCCGGCCCATGGACGACACCCGCGTCTACGTCCTCGACGC  
HrmO1     CCTG-TGTGACCAGTGGGCCGGCGGATC--CGGGGGAGG-----GGTTGCC-GCCGATCGGGCGTCCGTTCTTCAACACGCGGGTGTACATCCTTGATGC  
HrmO2     TGTC-ACCCAGCGGGTGCTGGACAGTGCCGTCGCCGACCGGCACACCTCCAGCCTGATCGGCGAGGCCCTGCCGGACCTCAGGACGTATGTGCTGGACGA  
HrmP1     CGTG-CACGGTGGGCGGGCCGATGA-----CGGGTGAGG-----TGCATCC-GTCGGTGGGCCGTCCGATGGTCAACGCGCGCGTGTATGTCCTCGATGC  
HrmP3     CGACGGCCTTCACGCTGCCGGCCGG---CACGGAAGCATGGCCCGCTGCCGCGCCGATCGGCCGCCCCATCCCCCGGGTACGCGTGTACGTGCTGGACGA  
 
                  1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   GTACCTCCAGCCGGTGCCGGCCGGCGTGCCGGGCGAGCTGTTCATCTCCGGCTCCGGTCTGGCGCGCGGCTACCTGGACCGTCCCGACCTGACCTGTGAG  
CDAAsp5   AGCCCTGCGGCCCGTCGCCCCCGGCGTCACCGGAGAGCTGTACCTCGCCGGTGAACAACTCGCCCGCGGCTACCTCGGCCGCCCCGCCCTCACCGCCGAA  
CDASer1   CGCGCTGCGGCCGGTCCCGGCCGGGGTGCCCGGCGAGCTGTACATCGCCGGTGTGCAGCTCGCCCGCGGCTACCTGGGCCGCCCCGCGCTGAGCGCCGAA  
CDATrp11  CGCGCTCCAGCCGGTGCCGCCGGGCGTGCCCGGGGAGCTGTACGTGCGCGGGCCCGGACTCGCCCGCGGCTACCTGGGCCGCCCGTCGCTGACCGCGGGC  
HrmO3     CGCGCTGCGGCCGGTGCCGCCGGGTGTGGCCGGGGAGATCTATGTCGCGGGTCCTGGTCTGGCGCGGGGGTATCTGGGCCGGGCGGGGTTGACGGCGGGC  
HrmO4     TGCGTTGCGGTTGGTGCCGCCGGGTGTTGCGGGTGAGTTGTATGTGGCTGGTGTGGGTGTGGCGCGGGGGTATCTGGGCCGGGCGGGTTTGACGGCGGGC  
HrmO2     CCGGCTGCGGCTGCTGCCGCCGGGGGTCCCCGGTGAGCTGTACGTCGCCGGTGCGGGACTCGCACGCGGCTACCTGGGCCGGCCGGGGCTGACCGCGGGC  
HrmP2     CGCGCTGCGGCTGGCGCCGCCGGGTGTGGCAGGGGAGATCTATGTCGCGGGTTCCGGGCTGGCGCGTGGGTATCTGGACCGTCCGGGTCTGACGGCGGGC  
HrmO1     TGCGCTGCGGCCGGTGCCGCCGGGTGTTGCGGGTGAGCTGTATGTGGCCGGTGTGGGTGTGGCGCGGGGGTATCTGGGCCGGGCGGGTCTGACGGCTGGC  
HrmO2     CCGGCTGCGGCTGCTGCCGCCGGGGGTCCCCGGTGAGCTGTACGTCGCCGGTGCGGGACTCGCACGCGGCTACCTGGGCCGGCCGGGGCTGACCGCGGGC  
HrmP1     CGCGCTGCGGCCGGTGCCGCCGGGTGTCGCGGGGGAGATCTATGTCGCGGGTCCTGGTCTGGCGCGGGGGTATCTGGGCCGGGCGGGGTTGACGGCGGGC  
HrmP3     CGCGCTTCAGGCGGTGCCCCCGGGCGTGCCGGGAGAGCTCTGCATCGCCGGGCCGCAGCTCGCCAGAGGCTACCTCGGCCGCCCGGGCACGACCGCGGAA  
 
                  1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CGGTTCGTCGCCGATCCGTACGG---CGGGTCCGGCGAGCGGATGTACCGCACGGGCGACCTGGTCCGCTACAACGCGGCGGGCGAACTGGAGTACCTGG  
CDAAsp5   CGCTTCACCGCCAACCCCCACAGCAGCACCCCCGGCGCCCGCATGTACCGCACCGGCGACCTCGCCCACTGGAACCACGACGGCCACCTCACCTACGACG  
CDASer1   CGCTTCACCGCCGACCCGCACGG---CGCGCCCGGCAGCCGGATGTACCGCACCGGCGACCTGGCGCGCTGGAACCACGACGGCAGCCTCGACTACCTCG  
CDATrp11  CGCTTCGTGGCGTGCCCGTTCGG---GCCGGCGGGCGGCGTGATGTACCGCACCGGCGACCTGGTACGCCACCGCGCGGACGGCGACCTGGAGTACCTGG  
HrmO3     CGGTTCGTGGCCGATCCGTTCGG---TGCGGCGGGTGAGCGCATGTACCGGACGGGTGACCGTGGCCGGTGGCGTGCGGACGGTGAGCTCGACTTCCTGG  
HrmO4     CGGTTCGTGGCGGATCCGTTCGG---TGCTGCGGGTGAGCGGATGTACCGCACGGGGGATCGCGGCCGGTGGCGTGGGGACGGGCAGATCGAGTTCCTGG  
HrmO2     CGCTTCGTGCCCGACCCCTTCGG---CGCGCCCGGCGCCCGCATGTACCGCACCGGGGACGTCGTCCGCCTGCGGACCGACGGCGAACTGGAGTTCGTCG  
HrmP2     CGGTTCGTGGCGGATCCGTTCGG---TGCGGCTGGTGAGCGGATGTACCGGACGGGTGACCGTGGCAGGTGGAGTACGGACGGGCAGATCGAGTTCCTGG  
HrmO1     CGGTTCGCGGCGGATCCGTTCGG---TGCGGCTGGTGAGCGGATGTACCGCACGGGTGACCGCGGCCGGTGGCGTGGGGACGGGCAGATCGAGTTCCTGG  
HrmO2     CGCTTCGTGCCCGACCCCTTCGG---CGCGCCCGGCGCCCGCATGTACCGCACCGGGGACGTCGTCCGCCTGCGGACCGACGGCGAACTGGAGTTCGTCG  
HrmP1     CGGTTCGTGGCCGATCCGTTCGG---TGCGGCGGGTGAGCGCATGTACCGGACGGGTGACCGTGGCCGGTGGCGTGCGGACGGTGAGCTCGACTTCCTGG  
HrmP3     CGGTTCGTCGCGGACCCGTTCGG---GCCGTCCGGCGCCCGGATGTACCGCACCGGTGACCGCGCCCGTCTGCGGGCGGACGGGAACCTGGAGTTCATCG  
 
                  1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CCCGCGCCGACGACCAGGTCAAGATCCGCGGCTTCCGGGTGGAACTGGGCGAGATCGAGGCGGTCCTGGCCACGCGCCCGGAGCTGGCCCAGGCCGCCGT  
CDAAsp5   GACGCGCCGACCACCAGATCAAACTCCGCGGCCACCGCATCGAACCCGGCGAGATCGAAACCACCCTCACCGCACAGACCGGCATCACCCAAACCACGGT  
CDASer1   GGCGCGCCGACCACCAGGTCAAGCTGCGCGGCTTCCGCATCGAACTCGGCGAGATCGAGGCCGCGCTCGTACGGCAGCCGGAGATCGCCCAGGCCGCCGT  
CDATrp11  GCCGCACCGACACCCAGGTCAAGCTGCGCGGCATGCGCGTAGAGCCGGCCGAGATCGAGGCGGTGACGGCGGGCCTGCCCGGCGTGGCGCAGGCGGCCGT  
HrmO3     GCCGGGTGGATGGACAGGTGAAGATCCGGGGGTTCCGGATCGAGCCGGGTGAGGTCGAGGGGGTGCTGGCCGGGCATCCGTCGGTGGCCCGGGTCGCGGT  
HrmO4     GCCGGGTGGATGAGCAGGTGAAGATCCGGGGGTTCCGGATCGAGCCCGGTGAGGTGGAAGAGGTGCTGGCCGGGCATGAGGCCGTGGCCCGGGTCGCGGT  
HrmO2     GTCGAGCCGACGACCAGGTCAAGATCCGCGGCTTCCGTATCGAGCCCGGTGAGATAGGCAGCGCGCTCGGCAGACACCCCGCCGTGGCCCACAGTGCCGT  
HrmP2     GCCGGGTGGATGGGCAGGTGAAGATCCGGGGGTTCCGGATCGAGCCGGGTGAGGTGGAGGGGGTGCTGGCGGGGCATCCGTCGGTGGCCCGGGTCGCGGT  
HrmO1     GCCGGGTGGATGAGCAGGTGAAGATCCGGGGGTTCCGGATCGAGCCCGGTGAGGTGGAAGAGGTGCTGGCCGGGCATGAGGCCGTGGCCCGGGTCGCGGT  
HrmO2     GTCGAGCCGACGACCAGGTCAAGATCCGCGGCTTCCGTATCGAGCCCGGTGAGATAGGCAGCGCGCTCGGCAGACACCCCGCCGTGGCCCACAGTGCCGT  
HrmP1     GCCGGGTGGATGGACAGGTGAAGATCCGGGGGTTCCGGATCGAGCCGGGTGAGGTGGAGGGGGTGCTGGCGGGGCATCCGTCGGTGGCCCGGGTCGCGGT  
HrmP3     GCAGGACCGACGACCAGGTGAAGATCCGCGGCTTCCGCATCGAGCCCGGCGAGATCGAGGCGGCGCTCAAGCGTCACCCGCTGGTGTCCCAGGCCGTGGT  
 
                  1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   CGTC------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDAAsp5   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDASer1   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDATrp11  GCTGGTCC--------------------------------------------------------------------------------------------  
HrmO3     GGTGGTGCGGGAGGACCGGCCAGGGGACCGGCGTCTGGTGGCGTATGTGGTGCCGGCCGACGGGCCGGGCGAGGGGCTGGAGGAA---------CTGCTT  
HrmO4     GGTGGTGCGGGAGGACCGGCCGGGAGACCGGCGTCTGGTCGCCTATGTGGTGCCCGAGACCGGGGGCGCAGCCGGTCTGGCGGGG---------GCGCTG  
HrmO2     CCTCATGCGCGAGGACCGCCCGGGCGACCGGCGGCTCGTCGCCTACGTCGTCCCCGGCGAACCGGCGGGCAGCGCCCCACAGCGGTACGTGGCCGCGCTA  
HrmP2     TGTCGTGCGGGAGGACCGGCCAGGGGACCGGCGCCTGGTCGCCTACGTCGTGCCGGCCGGCCAGCACGGTGACGGGCTGGAGCAG---------GAGCTT  
HrmO1     GGTGGTGCGGGAGGACCGGCCGGGGGACCGGCGTCTGGTCGCCTATGTGGTGCCCGAGACCGGGGGCGCAGCCGGTCTGGCGGGG---------GCGCTG  
HrmO2     CCTCATGCGCGAGGACCGCCCGGGCGACCGGCGGCTCGTCGCCTACGTCGTCCCCGGCGAACCGGCGGGCAGCGCCCCACAGCGGTACGTGGCCGCGCTA  
HrmP1     GGTGGTGCGGGAGGACCGGCCCGGGGACCGGCGTCTGGTCGCCTACGTCGTGCCGGCCGGCCAGCACGGTGACGGGCTGGAGCAG---------GAGCTT  
HrmP3     CACCACCCAGGAGAAGCACTCCGGGCCCGCCGGGAAGGTGCTGGTCGCCTACGTGGTGCCCACGACGGCCACGGCGACCGGGCCGGACCAGGTT---CTC  
 
                  1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CDAHpg6   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDAAsp5   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDASer1   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
CDATrp11  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
HrmO3     GGGGAGCATGCGGCGCGGGTGCTGCCCGATTACATGGTTCCGGCGGCGGTGGTGGTGCTGGACGCGCTGCCGCTGAACGTGAACGGCAAGCTGGACCGCC  
HrmO4     CGGGAGCACGCGCGGGGGGTGCTGCCGGACTATCTGGTGCCGGCGGCGTTCGTGATGCTGGATGCGTTGCCGTTGAACCCGAACGGCAAGCTGGACCGTC  
HrmO2     CGGGAATACGCCGTCGGGGTTCTGCCGGAGTACATGGTCCCGGCCGCGTTCGTCCTCCTCGACGCGCTGCCGCTCACCCCCAACGGAAAACTGGACCGCG  
HrmP2     CAGGAGCATGCGGCGCGGGTGCTGCCCGACTACATGGTCCCGGCCGCAGTGGTGGTGCTGGACGAACTGCCGCTGAACGTCAACGGCAAGCTGGACCGCC  
HrmO1     CGGGAGCACGCGCGGGGGGTGCTGCCGGACTATCTGGTGCCGGCGGCGTTCGTGGTGCTGGATGCGTTGCCGTTGAACCCGAACGGCAAGCTGGACCGTC  
HrmO2     CGGGAATACGCCGTCGGGGTTCTGCCGGAGTACATGGTCCCGGCCGCGTTCGTCCTCCTCGACGCGCTGCCGCTCACCCCCAACGGAAAACTGGACCGCG  
HrmP1     CAGGAGCATGCGGCGCGGGTGCTGCCCGACTACATGGTCCCGGCGGCGGTGGTGGTGCTGGACGAACTGCCGCTGAACGTCAACGGCAAGCTGGACCGCC  
HrmP3     CGCGACCACCTCGCCGGGACCCTGCCGGACTACATGGTCCCGGCGGCGTTCGTCAGCCTGGACGCGCTGCCGCTGCACCCGAACGGGAAGCTCGACCGCA  
 
                  1710      1720      1730      1740      1750      1760           
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 
CDAHpg6   --------------------------------------------------------------------  
CDAAsp5   --------------------------------------------------------------------  
CDASer1   --------------------------------------------------------------------  
CDATrp11  --------------------------------------------------------------------  
HrmO3     CGGCCCTGCCCGTTCCCGACTACGCCGCCCTCGTCTCCAGCCGCGGGCCCCGCACACCGCGGGAGGAG  
HrmO4     CCGCCCTGCCGGTGCCGGATTACGCGGCGCTGGTTTCCGGGCGTGGTCCGCGTACGCCGCAGGAGGAG  
HrmO2     ACGCGCTGCCCGCCCCCGACATGGCCGCGCTGGCCTCGGCGACCGCACCGCGCGACGCCCGCGAGGAA  
HrmP2     CCGCCCTGCCCGTTCCCGACTACGCGTCCCAGGTGTCGGGGCGCGGACCGCGTACCGCGCAGGAGGAG  
HrmO1     CCGCCCTGCCGGTGCCGGACTACGCCGCCCTGGTCTCCGGGCGTGGTCCGCGTACGCCGCAGGAGGAG  
HrmO2     ACGCGCTGCCCGCCCCCGACATGGCCGCGCTGGCCTCGGCGACCGCACCGCGCGACGCCCGCGAGGAA  
HrmP1     CCGCCCTGCCGGTGCCGGACTACGCGTCCCAGGTGTCGGGGCGCGGACCGCGTACCGCGCAGGAGGAG  
HrmP3     AGGCGCTGCCGCCCGCGGAACTCGACGCCACCGGGCGCGGACGGCTGCCGGCCACCCCCGAGGAGGCG 
Abb. 9-9: Sequenzalignment für vier A-Domänen aus der NRPS des Antibiotikums CDA mit allen 
Hormaomycin A-Domänen HrmO1A-HrmP3A, erstellt mit dem Programm Bioedit. 
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   180                 200                 ...                 320          




Abb. 9-10: Ausschnitt aus der von I-TASSER
262
 vorhergesagten Sekundärstruktur von O4fA. Obere Reihe: die 
Position der Aminosäuren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminosäuren sind Teil von HrmO4A, 





Abb. 9-11: Mit I-TASSER
262
 durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von O4fA .Teile 
von HrmO4A sind gelb markiert, Teile von HrmO3A weiß markiert. 
   180                 200                 ...             320          




Abb. 9-12: Ausschnitt aus der von I-TASSER
262
 vorhergesagten Sekundärstruktur von His8P2f. Obere Reihe: die 
Position der Aminosäuren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminosäuren sind Teil von HrmP2A, 





Abb. 9-13: Mit I-TASSER
262
 durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von P2fA .Teile 





   180                 200                 ...  300                 320 




Abb. 9-14: Ausschnitt aus der von I-TASSER
262
 vorhergesagten Sekundärstruktur von A5fA. Obere Reihe: die 
Position der Aminosäuren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminosäuren sind Teil von 
CdaPSIA5A, die nicht markierten Teil von HrmO3A. Untere Reihe: C=ungeordnete Struktur (coil), S= α-Faltblatt 




Abb. 9-15: Mit I-TASSER
262
 durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von A5fA .Teile 
von CdaPSIA5A sind gelb markiert, Teile von HrmO3A weiß markiert. 
   180                 200                 ...            320          




Abb. 9-16: Ausschnitt aus der von I-TASSER
262
 vorhergesagten Sekundärstruktur von H6fA. Obere Reihe: die 
Position der Aminosäuren (mittlere Reihe) im Protein. Die fett markierten Aminosäuren sind Teil von 
CdaPSIH6A, die nicht markierten Teil von HrmO3A.  Untere Reihe: C= ungeordnete Struktur (coil), S= α-
Faltblatt (sheet), H= β-Helix. 
 
Abb. 9-17: Mit I-TASSER
262
 durch Homologiemodellierung nach PheA erzeugte 3-D Struktur von H6fA .Teile 
von CdaPSIH6A sind gelb markiert, Teile von HrmO3A weiß markiert. 
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9.3 Massenspektren und zusammenfassende Tabellen 
Tab. 9-1: Aktivierung verschiedener Substrate durch HrmK im [γ-18O4]-ATP-Assay 


















































































Tab. 9-3: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmP1A  mit HrmR vor und nach FPLC  im [γ-
18
O4]-
ATP-Assay. Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert 
         Substrat absolute 
Aktivierung durch 





























































16,3 ; 1,3 
1,2 





4,1 ; 4,8 
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Tab. 9-4: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO3A mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay. Die 


































32,6 ; 52,0 
  1,8 
  2,0 
  1,0 
  4,4 
  1,6 
  0,2 
  1,4 
  1,4 
  3,1 
  1,4 
  2,5 
  1,7 
  1,9 
  6,2 ; 21,7 
  1,9 
  3,7 
  2,3 
  2,4 
  24,0 ; 0,7 ; 0,6 
  5,0 ; 8,7 
  3,5 ; 5,3 
  3,6 
  
 














































   
 
Tab. 9-5: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO4A und O4fA mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay. 

































































































































Tab. 9-6: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO1A mit HrmR vor und nach FPLC-Aufreinigung 
im [γ-18O4]-ATP-Assay. Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 














































97,0 ; 78,5 
















23,9 ; 61,4 
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Tab. 9-7: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO2A und O2fA mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay. 
Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 
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62,0 ; 55,3 ; 75,6 





4,9 ; 6,1 
 6,8 
5,9 ; 10,7 
14,2 
5,6 
22,7 ; 14,6 ; 28,2 
22,0 
 
 26,9 ; 17,8 
8,9 
















































































































Tab. 9-8: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmO2A und O2fA mit HrmR nach FPLC im [γ-
18
O4]-













































































































Tab. 9-9: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmP2A und P2fA mit HrmR im [γ-
18
O4]-ATP-Assay. 










































   
22,8 ; 5,8 









2,8 ; 2,5 
3,6 ; 1,7 
1,9 
2,5 
2,2 ; 1 
0,6 
1,3 















15,8 ; 33,3 
8,4 
11,1 
9,5 ; 14,8 
2,6 
5,8 

























15,8 ; 5,1 







3,1 ; 1,7 
3,2 
5,3 ; 1,5 


















19,7 ; 33,3 
20,5 
33,3 ; 29,4 
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Tab. 9-10: Aktivierung verschiedener Aminosäuren durch HrmP3A mit HrmR vor und nach FPLC-Aufreinigung  
im [γ-18O4]-ATP-Assay. Die höchste Aktivität wurde als 100% normiert. 





































































































































































 9.4 HPLC- und FPLC-Läufe 
 
Abb. 9-18: Chromatogramm einer FPLC-Aufreinigung der Elutionsfraktion von HrmP1A. Blaue Spur: UV-
Absorption, grüne Spur: Konzentration NaCl; Rote Zahlen: gesammelte Fraktionen. Die Fraktionen B11-9 
wurden für den [γ-18O4]-ATP-Assay verwendet. 
 
Abb. 9-19: Chromatogramm einer FPLC-Aufreinigung der Elutionsfraktion von O2fA. Blaue Spur: UV-
Absorption, grüne Spur: Konzentration NaCl; Rote Zahlen: gesammelte Fraktionen. Die Fraktionen B11-9 
wurden für den [γ-18O4]-ATP-Assay verwendet. 




Abb. 9-20: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 15 aus Tabelle 5-16; Methanol/H2O 85:15, 273 nm. 
 
 







Abb. 9-22: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 23 aus Tabelle 5-16; Methanol/H2O 8:2, 273 nm. 
 
 
Abb. 9-23: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 30 aus Tabelle 5-16; Methanol/H2O 8:2, 273 nm. 
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9.5 NMR-Spektren  
 
Abb. 9-24: Nummerierung der C-Atome der Bausteine des Hormaomycins (13). Die Tabellen 9-11 – 9-16 
















H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A1(136) in CD3OD, 700 MHz. 
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Tab. 9-11: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A1 (136) in CD3OD, 700 MHz. 
Baustein 
und Position 






































































































































4,5 , 2,5 







7,0 , 7,0 , 3,0 












7,0 , 3,5 




10,0 , 5,0 , 4,0 
 
 






















































H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A2 (137) in CD3OD, 700 MHz. 








H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A2 (137) in CD3OD, 700 MHz. 
Tab. 9-12: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A2 (137) in CD3OD, 700 MHz. 
Bausteine 
und Position 











































































7,0 , 3,0 , 3,0 
9,0 , 5,0 , 4,0 
8,0 , 6,0 , 6,0 
 
 















2, 3a, 1' 
3a, 2', 3'a,b 
3'a,b 


































































































7,5 , 7,0, 5,0 
14,0 , 8,0 , 7,0 
 
 
6,0 , 6,0 , 6,0 
7,0 , 7,0 , 7,0 
 










11,0 , 11,0 
10,5 , 7,0 
7,2 




10,0 , 8,5 
 
 































H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A3 (138) in CD3OD, 700 MHz. 








H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A3 (138) in CD3OD, 700 MHz. 
Tab. 9-13: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A3 (138) in CD3OD, 700 MHz. 
Bausteine 
und Position 


































































7,5, 3,0 , 3,0 
 
7,5 , 6,0 , 6,0 
7,0 , 3,0  3,0 
6,0 , 4,0 , 3,5 
 
 
5 ,0 , 5,0 




9,0 , 9,0 









3a, 2', 3'a,b 
3'a,b 
3'b, 2', 1' 






























































































































5,0 , 2,5 













10,5 , 10,5 
10,5 , 7,0 
7,0 
8,0 , 8,0 
6,5 , 6,5 
 
 












































H-NMR-Spektrum von Hormaomycin A4 (139) in CD3OD, 700 MHz. 
Tab. 9-14: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A4 (139) in CD3OD, 700 MHz.  
Baustein 
und Position 







































































































































































































8,5 , 8,5 
11,0 , 7,5 
6,5 




9,0 , 9,0 
 
  

















Tab. 9-15: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A5 (140) in CD3OD, 700 MHz. 
Bausteine 
und Position 










































































































































12,0 , 8,0 , 8,0 





















5,0 , 5,0 












10,5 , 9,0 
7,0 , 4,0 
6,5 






2, 3b, 4 
3a, 2 


























































6,0 , 6,0 , 5,0 
 
 

























H-COSY-NMR-Spektrum von Hormaomycin A6 (141) in CD3OD, 700 MHz. 
Tab. 9-16: Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse von Hormaomycin A6 (141) in CD3OD, 700 MHz. 
Bausteine 
und Position 





























































































3a, 2', 3'a,b 
1', 3'a,b 
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6,5 , 6,5 
13,5 , 8,0 , 7,5 





















10,5 , 10,5 
10,5 , 7,0 
7,2 
10,5 , 10,5 
12,0 , 7,5 , 6,5 
 
 

































































Höfer, I., Crüsemann, M., Radzom, M., Geers, B., Flachshaar, D., Cai, X., Zeeck, A., Piel, J.: Insights 
into the biosynthesis of hormaomycin, an exceptionally complex bacterial signaling metabolite. Chem 
Biol 2011, 18, (3), 381-391. 
Crüsemann, M., Piel, J.: Characterization and evolution-guided engineering of the hormaomycin 
adenylation domains. In Präparation. 
Cai, X., Crüsemann, M., Teta, R., Mangoni, A., Piel, J.: Overexpression of  regulatory genes improves 
hormaomycin production dramatically and yields novel hormaomycin analogs. In Präparation. 
Vorträge: 
Max Crüsemann: Insights into the Biosynthesis of Hormaomycin, an Exceptionally Complex Bacterial 




Max Crüsemann, Xiaofeng Cai, Elisabeth Rüthlein, Axel Zeeck and Jörn Piel: Insights into 
Biosynthesis and Regulation of Hormaomycin, an Exceptionally Complex Bacterial Signaling 
Metabolite. FOR854 - International Symposium 2010: International Symposium of the DFG Research 
Unit 854 On the Current Trends in Antibacterial Research, 4. 10. - 6. 10. 2010, Königswinter 
Xiaofeng Cai,
 
Max Crüsemann, Elisabeth Rüthlein, Axel Zeeck and Jörn Piel: Insights into the 
Biosynthesis and Regulation of Hormaomycin, an Exceptionally Complex Bacterial Signaling 
Metabolite. 23. Irseer Naturstofftage 23.02. - 25.02.2011, Kloster Irsee. 
Max Crüsemann, Xiaofeng Cai, Elisabeth Rüthlein, Axel Zeeck and Jörn Piel: Insights into the 
Biosynthesis and Regulation of Hormaomycin, an Exceptionally Complex Bacterial Signaling 
Metabolite.  DPhG-Doktorandentagung 30.03. - 02.04.2011, Heringsdorf (Insel Usedom) 
Xiaofeng Cai, Max Crüsemann, Axel Zeeck and Jörn Piel: New Insights into the Biosynthesis and 
Regulation of the Nonribosomal Peptide Hormaomycin. VAAM meeting "Biology of Bacteria 
Producing Natural Compounds". 28.09 - 30.09.2011, Bonn.  
Max Crüsemann,
 
Xiaofeng Cai, Roberta Teta, Alfonso Mangoni and Jörn Piel: New Insights into the 
Biosynthesis and Regulation of the Nonribosomal Peptide Hormaomycin. 12th Leibniz-Symposium 













Hiermit erkläre ich, die eingereichte Arbeit selbstständig verfasst und keine anderen Hilfsmittel und 
Quellen als die angegebenen benutzt zu haben.  
Diese Arbeit ist weder identisch noch teilidentisch mit einer Arbeit, die an der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universität Bonn oder einer anderen Hochschule zur Erlangung eines akademischen Grades 
oder als Prüfungsleistung vorgelegt worden ist.  
Die Promotionsordnung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der Rheinischen 




Bonn, den 11. 05. 2012 
